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1 Résumé 
Le diabète de type 1 est une maladie auto-immune qui est caractérisée par la destruction 
des cellules bêta du pancréas. Les connaissances actuelles sur cette pathologie sont, en 
grande partie, facilitées par l'utilisation de modèles animaux tel que la souris NOD. Cette 
souche de souris développe de façon spontanée un diabète similaire à celui retrouvé chez 
l'homme. Les cellules bêta du pancréas sont détruites principalement par les lymphocytes 
T auto-réactifs. Normalement, ces derniers sont éliminés au niveau du thymus (tolérance 
centrale) ou maintenus dans un état naïf en périphérie (tolérance périphérique) afin de 
préserver la tolérance. Dans le cas de diabète de type 1, plusieurs anomalies des différents 
mécanismes de tolérance périphérique ont été rapportés. Nous avons démontré 
précédemment que l'injection de GM-CSF à des souris NOD permet de rétablir cette 
tolérance en favorisant la génération de cellules dendritiques tolérogènes. Ces cellules 
sont dans un état semi-mature et résistent à la maturation. De plus, elles produisent des 
quantités importantes d'IL-10, une cytokine anti-inflammatoire qui inhibe l'activation des 
lymphocytes. Des transferts adoptifs ont permis de déterminer que ces cellules 
dendritiques sont essentielles à la protection contre le diabète de type 1. 
Le but de ce projet est de développer et de caractériser un modèle in vitro de cellules 
dendritiques tolérogènes. Les résultats obtenus montrent que ces cellules résistent à la 
maturation puisqu'une faible augmentation de l'expression des molécules de co-
stimulation est observée. De plus, les cellules dendritiques générées in vitro possèdent 
une faible capacité d'activation des lymphocytes T CDS+. Les cellules dendritiques 
tolérogènes générées in vitro produisent des quantités importantes d'IL-10 et ne 
produisent pas de cytokines pro-inflammatoires telles que l'IL-12p70 et l'IFN-y. Pour 
comprendre ces différences, nous avons tenter de déterminer quels mécanismes 
moléculaires sont reponsables de cette inhibition de la maturation et de la production des 
différentes cytokines. L'étude des MAP kinases a montré qu'il y a activation 
préférentielle de ERK chez les DC tolérogènes alors que les DC matures activent 
préférentiellement p38. L'étude des facteurs de transcription montre que les DC 
tolérogènes possèdent une activation importante de NF-KB mais seulement du dimère 
p52/p65 alors que les DCs matures possèdent une activation importante de NF-KB 
composé des dimères p52/p65 et p52/RelB. Dans les deux types de cellules, une 
activation similaire d' AP-1 et de CREB est observée. Les DCs toi érogènes possèdent une 
activation importante de C/EBP, un facteur de transcription qui n'est pas connu jusqu'à 
ce jour pour jouer un rôle dans la génération et la différenciation des DCs. Ensemble, ces 
résultats montrent que plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans la génération 
de DCs tolérogènes et que ces voies régulent le type de DCs obtenu. Une modulation des 
ces voies de signalisation in vivo permettrait possiblement de protèger les souris NOD 
contre le développement du diabète de type 1. 
2 Introduction 
2.1 Les cellules dendritigues 
Les cellules dendritiques (DCs), sont des cellules présentatrices d'antigènes par 
excellence (Banchereau et coll., 2000). Ces cellules sont parmi les seules capables 
d'induire une réponse immune primaire permettant d'établir une mémoire 
immunologique (Banchereau et Steinman, 1998; Bell et coll., 1999; Hart, 1997). Les 
cellules dendritiques proviennent de précurseurs de la moelle osseuse et requièrent du 
GM-CSF (Granulocytes Macrophages Colony-Stimulating Factor) afin de se différencier 
en DCs (lnaba et coll., 1992; Scheicher et coll., 1992). Les DCs peuvent être retrouvées 
sous quatres stades de développement in vivo. Le premier stade de développement 
comprend les précurseurs de la moelle osseuse. Le deuxième stade comprend les 
présurseurs de DCs circulant dans le sang, la lymphe ainsi que dans les tissus 
lymphoïdes. Suite à l'exposition à des pathogènes, ces précurseurs vont produire des 
quantités importantes de cytokines. Le troisième stade comprend les DCs immatures 
résidant dans les tissus et qui possèdent une grande capacité phagocytaire. Le quatrième 
stade de développement comprend les cellules dendritiques matures que l'on retrouve 
dans les organes lymphoïdes secondaires. Celles-ci expriment des quantités importantes 
de molécules de co-stimulation ainsi que de molécules du CMH de classe II. Ces cellules 
sont responsables de la présentation d'antigènes aux lymphocytes (Banchereau et coll., 
2000). 
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Deux voies de différenciation des cellules dendritiques ont été identifiées chez la 
souris ce qui donne deux types de DCs différents soit les DCs myéloïdes et les DCs 
lymphoïdes. Les DCs myéloïdes ont été découvertes suite à la culture in vitro de cellules 
de la moelle osseuse qui donne lieu à la génération de granulocytes/macrophages et de 
DCs en présence de GM-CSF (lnaba et coll., 1992; Scheicher et coll., 1992). Les DCs 
peuvent aussi provenir de précurseurs lymphoïdes. (Ardavin et coll., 1993; Saunders et 
coll., 1996; Vremec et coll., 1992; Wu et coll., 1996). Les DCs lymphoïdes et myéloïdes 
possèdent des phénotypes, une localisation tissulaire ainsi que des fonctions différentes. 
Les deux types de DCs expriment CDllc, des niveaux élevés de CMH de classe Il, et de 
molécules de co-stimulation comme CD80, CD86 et CD40 suite à leur maturation 
(Banchereau et coll., 2000). Les DCs lymphoïdes expriment un homodimère de CD8a 
(CD11c+CD8a+) alors que les DCs myéloïdes ne l'expriment pas (CDllc+cDsa-). Le 
CD8a est donc un excellent marqueur permettant de différencier les deux types de DCs 
(Maraskovsky et coll., 1996a; Maraskovsky et coll., 1996b; Pulendran et coll., 1997; 
Vremec et Shortman, 1997; Wu et coll., 1996). D'autres marqueurs comme DEC 205 et 
CDld sont fortement exprimés chez les DCs lymphoïdes de façon constitutive 
(Maraskovsky et coll., 1996a; Maraskovsky et coll., 1996b; Pulendran et coll., 1997; 
Vremec et Shortman, 1997; Wu et coll., 1996). Par contre, leur expression peut être 
induite chez les DCs myéloïdes en culture in vitro (Maraskovsky et coll., 1996a; 
Maraskovsky et coll., 1996b; Pulendran et coll., 1997; Vremec et Shortman, 1997; Wu et 
coll., 1996). Les DCs lymphoïdes sont retrouvées dans la zone riche en lymphocytes T 
située dans les tissus lymphatiques périartériolaires de la rate et des ganglions 
lymphatiques (De Smedt et coll., 1996; Leenen et coll., 1998; Pulendran et coll., 1997). 
Les DCs myéloïdes sont plutôt retrouvées dans la zone marginale de la rate (De Smedt et 
coll., 1996; Leenen et coll., 1998; Pulendran et coll., 1997). Au niveau fonctionnel, les 
DC lymphoïdes produisent plus de cytokines comme l'IL-12 (Maldonado-Lopez et coll., 
1999; Ohteki et coll., 1999; Pulendran et coll., 1997; Reis e Sousa et coll., 1997) et sont 
moins aptes à phagocyter des antigènes que les DCs myéloïdes (Leenen et coll., 1998; 
Pulendran et coll., 1997). In vitro, les DCs lymphoïdes sont moins aptes à induire 
l'activation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ allogéniques que les DCs myéloïdes 
(Kronin et coll., 1996; Suss et Shortman, 1996). 
Les sous-populations de DCs peuvent aussi exprimer différents TLR (Toll Like 
receptors), ce qui leur permettent de répondre à différents stimuli. Le tableau 1 présente 
les niveaux d'expression de ces différents TLR par les sous-populations de DCs 
humaines et murines. Ce tableau permet de constater que les DCs myéloïdes murines 
expriment plus le TLR3 que les DCs plasmocytoïdes murines. Les DCs plasmocytoïdes 
murines expriment plus le TLR7 que les DC myéloïdes. La stimulation de ces TLR peut 
entraîner la production de médiateurs différents. Par exemple, lorsque le TLR7 exprimé 
par les DCs plasmacytoïdes humaines est stimulé, un production d'interféron de type 1 
est observée alors qu'aucune production d'IL-12 n'est observée. Par contre, lorsque le 
TLR7 des DCs myéloïdes humaines est activé par le même stimulus, une production 
d'IL-12 est observée alors qu'aucune production d'interféron de type 1 est observée 
(Mazzoni et Segal, 2004). Ces différences permettent aux sous-populations de DCs de 
répondre à différents stimuli et donc d'activer différents types cellulaires pour établir une 
réponse immune appropriée. De plus, les sous-populations de DCs réagissent 
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différemment selon le TLR activés. Par exemple, des DCs stimulées avec de l'ARN 
double brin, un activateur du TLR3, produiront des interférons de type 1 impliqués dans 
la réponse immunitaire anti-virale. Si ces mêmes DCs sont stimulées avec un dérivé 
bactérien comme le LPS, qui active le TLR4, aucune production d'interféron de type 1 
sera observée (Mazzoni et Segal, 2004). 
TLRI TLR2 TLR3 TLR4· TLR5 TLR6 TLR7 TLR8 1LR9 
Human UC Subsels 
M).,loid: + + + + + + + + 
COiie+. CDI4-. CDla+ 
Plasmacyloid: + + + + 
COiie-. BDCA2+. COl2H 
Mou,.,- OC: ~uh-.10 
ClaMical; 
L Y6C-- B220-
CD4- CDB+ CDllb- + + + + +!- + + + 
CD4- CDS-- CDllb+ + + + + + + + + + 
CD4+ CDS-- CDllb+ + + +!- + + + + + + 
Pla~maryloi& 
LY6C+ 8220+ CDllb- + + +!- + + + + + 
Langerhans-lik e; 
CD3-inl CDllh+ nd nd ml nd nd ml nd nd ml 
Tableau 1. Expression des TLR par les différentes sous-populations de DCs 
humaines et murines 
Niveau d'expression des TLR (Toll-like receptors) par les différentes sous-populations de 
cellules dendritiques humaines et murines (nd : non déterminé). Extrait de (Mazzoni et 
Segal, 2004) 
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2.2 Processus de maturation des DCs 
La phagocytose par les cellules dendritiques immatures induit des changements 
phénotypiques et fonctionnels chez celles-ci, ce qui permet aux cellules ayant capté un 
antigène d'être en mesure de le présenter aux lymphocytes T (figure 1). La maturation 
des DCs est un processus continue s'initiant suite à la phagocytose d'un pathogène et qui 
se termine lors de l'activation des lymphocytes T. 
Les DCs immatures ont une grande capacité de capture d'antigènes grâce à 
plusieurs mécanismes, comme la macropinocytose (Banchereau et coll., 2000) et 
I'endocytose médiée par des récepteurs comme les récepteurs Fcgamma (Fanger et coll., 
1996), les récepteurs de mannose et DEC-205 (Engering et coll., 1997; Jiang et coll., 
1995; Mommaas et coll., 1999; Reis e Sousa et coll., 1997; Sallusto et coll., 1995; Tan et 
coll., 1997). Ainsi, les DCs immatures peuvent aussi phagocyter des particules comme 
des billes de latex (Matsuno et coll., 1996), des fragments de cellules apoptotiques ou 
nécrotiques (Albert et coll., 1998a; Albert et coll., 1998b; Rubartelli et coll., 1997), des 
virus et des bactéries (lnaba et coll., 1993; Rescigno et coll., 1998) ainsi que des parasites 
intra-cellulaires (Arnold-Schild et coll., 1999; Todryk et coll., 1999). 
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GM-CSF + IL-4 ;l::t LPS, dsRNA * 
~ 0 - IL1, TNFu __. ... Tcells 
monocyte immature DC mature DC 
Antigen capture macropinocytosis ++ + 
Mannose R++ + 
FcR ++ + 
Antigen Class Il synthesis + ++ 
presentatlon Class Il halfllte 10 h >> >100 h 
Class 1 synthesis + ++ ++ 
Costimulation ICAM-1 + + 
B7 + + 
Figure 1. Processus de maturation des DCs: changements phénotypiques et 
fonctionnels. 
Les DCs immatures ont une grande capacité de phagocytose grâce à la macropinocytose 
et à l'expression de plusieurs molécules dont les récepteurs mannoses et les récepteurs 
Fe. Suite à la maturation, les DCs perdent cette capacité de phagocytose dû à une 
diminution de l'expression de ces moléculles. Les DCs matures possèdent une plus 
grande expression des molécules de CMH de classe I et II ainsi que des molécules de co-
stimulation que les DCs immatures. Adapté de (Sallusto et Lanzavecchia, 2002) 
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Parmi les changements phénotypiques et fonctionnels accompagnant la maturation 
des DCs, on note le perte de la capacité de phagocytose due à une diminution de 
l'expression des récepteurs médiant la phagocytose comme les récepteurs Fe et les 
récepteurs de mannose (Banchereau et coll., 2000) (figure 1). Les DCs immatures 
accumulent des quantités importantes de molécules de CMH de classe II au niveau des 
vésicules intracellulaires (lnaba et coll., 1997; Kleijmeer et coll., 1995). Les antigènes 
captés par les DCs sont ensuites dirigés vers ces vésicules ce qui promouvoit le 
détachement de la chaîne invariante associée au CMH de classe II et qui permet au CMH 
de lier les peptides formés à partir de l'antigène phagocyté (Castellino et coll., 1997; 
Cresswell, 1996). La maturation des DCs implique un export massif des molécules de 
CMH de classe II et des molécules de co-stimulation au niveau de la membrane 
plasmique (Banchereau et coll., 2000). Les molécules de CMH de classe II sont 
rapidement internalisés chez les DCs immatures alors que chez les DCs matures, ces 
molécules peuvent rester pendant plusieurs jours à la surface des DCs (Cella et coll., 
1997; Inaba et coll., 1997; Pierre et coll., 1997; Winzler et coll., 1997). Le processus de 
maturation des DCs est aussi caractérisé par l'augmentation de l'expression des 
molécules de co-stimulation comme celles de la famille B7 (B7.1 ou CD80 et B7.2 ou 
CD86). In vitro, la maturation des DCs peut être induite par plusieurs stimuli comme le 
LPS, le CD40, le FLT3 et les cytokines pro-inflammatoires (Bell et coll., 1999). 
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2.3 Les DCs et les maladies auto-immunes 
Les DCs représentent un type cellulaire particulier spécialisé dans la présentation 
d'antigène ainsi que dans l'activation des lymphocytes. Plusieurs maladies auto-immunes 
résultent de l'activation de lymphocytes auto-réactifs et de la production d'auto-
anticorps. Par exemple, des études récentes démontrent que les DCs sont impliquées dans 
le développement du lupus érythémateux. Cette pathologie est caractérisé par une 
activation anormale des lymphocytes T CD4+ ce qui résulte en une activation importante 
de lymphocytes B produisant des auto-anticorps (Decker et coll., 2006; Ding et coll., 
2006). Une étude montre que les DCs générées à partir des monocytes de patients atteints 
du lupus sont dans un état de maturation anormal caractérisé par une augmentation de 
l'expression des molécules de co-stimulation ainsi que du CMH de classe II (Ding et 
coll., 2006). Dans le cas de la maladie de Graves, il a été démontré que les DCs jouaient 
un rôle très important dans le développement de l'hyperthyroïdite caractéristique de cette 
pathologie. Lorsque des DCs surexpriment le récepteur à la tyrotrophine (TSHR), le 
principal auto-antigène de cette pathologie, et que ces DCs sont transférées à des souris 
Balb/C, non susceptibles à cette pathologie, on observe une production importante 
d'auto-anticorps reconnaissant le TSHR (Kita-Furuyama et coll., 2003). 
Au laboratoire, nous étudions le diabète de type 1 (DTl), une maladie auto-immune 
caractérisée par la destruction des cellules bêta du pancréas, responsables de la 
production d'insuline. Les DCs jouent un rôle important dans l'initiation de cette 
pathologie puisqu'elles sont parmi les premières cellules à infiltrer les îlots de 
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Langerhans. Les sections suivantes décrivent plus précisément cette pathologie ainsi que 
1 'implication de plusieurs types cellulaires dans cette maladie. 
2.4 Modèles d'études 
Le rat BB (bio-breeding) et la souris NOD (non obèse diabétique) sont les modèles 
les plus connus et utilisés pour l'étude du diabète de type 1. Les premières colonies de rat 
BB ont été établies au Canada dans les années 70. Ces rats développent de façon 
spontanée le diabète de type 1 et souffre de lymphopénie (Yang et Santamaria, 2006). 
La souris NOD fut découverte en 1974 au « Shionogi Research Laboratories » à 
Osaka au Japon (Hanafusa et coll., 1994). Au départ, les chercheurs voulaient développer 
une souche de souris qui développeraient des cataractes, sur un fond génétique de souris 
« Swiss » (Jcl-ICR) (Solomon et Sarvetnick, 2004). Les chercheurs ont plutôt découvert 
que les souris qui ne développaient pas de cataractes avaient une hyperglycémie. Après 
plusieurs croisements ciblés, la lignée de souris NOD est apparue. La souris NOD 
développe spontanément un diabète similaire en plusieurs points à celui retrouvé chez 
l'humain (Atkinson et Leiter, 1999; Hanafusa et coll., 1994). 
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2.5 Facteurs impliqués dans le développement du DTl 
Plusieurs facteurs génétiques et environnementaux sont responsables de la 
prédisposition de certains individus au développement du diabète de type 1. 
2.5.1 Facteurs environnementaux 
Le diabète de type 1 est une pathologie dont la fréquence est grandissante. 
L'incidence globale augmente d'environ 3 % par année et l'incidence prédite en 2010 
sera 40% plus élevée que celle observée en 1998 (Onkamo et coll., 1999). L'incidence est 
aussi plus importante dans les pays industrialisés de l'Amérique du Nord et de l'Europe 
où l'on retrouve la majorité des cas (Gillespie, 2006). De plus, un enfant né en Finlande a 
40 % plus de chances de développer le diabète de type 1 qu'un enfant né au Vénézuela 
(Gillespie, 2006). Comme la majorité des cas sont observés dans les pays industrialisés, 
plusieurs chercheurs croient que l'hygiène est aussi impliquée dans le développement de 
la pathologie. L'hypothèse de l'hygiène stipule que l'exposition à certains pathogènes en 
bas âge permet de développer une réponse immunitaire innée qui pourrait supprimer 
l'auto-immunité (Bach, 2005; Gale, 2002). Les enfants nés dans les pays industrialisés 
sont de moins en moins exposés à différents pathogènes, ce qui augmenterait le 
développement des maladies auto-immunes. Plusieurs facteurs environnementaux sont 
impliqués dans l'apparition de cette pathologie comme le régime alimentaire et le stress 
(Bach, 2005). Plusieurs infections virales causées par les entérovirus (coxsackies B) 
(Hyoty, 2002), les rotavirus (Honeyman et coll., 2000) et le virus de la rubéole (Gillespie, 
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2006) sont parmi les plus susceptibles de causer l'apparition du diabète de type 1. Le 
développement du diabète de type 1 implique un ou plusieurs de ces facteurs, cependant, 
il est difficile de déterminer exactement l'implication de chacun de ces facteurs dans le 
développement du diabète de type 1. 
2.5.2 Facteurs génétiques 
Plusieurs facteurs génétiques sont aussi responsables de la prédisposition de 
certains individus au développement du DTl. Le premier locus associé au DTl est celui 
qui code pour le HLA (human leukocyte antigen) situé sur le chromosome 6 (Cudworth 
et Woodrow, 1975; Nerup et coll., 1974). Ce gène serait responsable de la moitié des cas 
familiaux du DTl (Risch, 1987; Todd, 1995{Risch, 1987 #166). Deux haplotypes du 
HLA sont particulièrement importants pour le DTl soit le HLA-DQ8 et DR3-DQ2 qui 
sont retrouvés chez 90% des patients atteints de diabète de type 1 (Devendra et 
Eisenbarth, 2003). Un autre facteur de susceptibilité est associé au gène de l'insuline 
situé sur le chromosome 11 (Bell et coll., 1984). Le promoteur du gène de l'insuline 
comprend des séquences tandems répétées. Un faible nombre de ces séquences est 
associé à une prédisposition pour le DTl, tandis qu'un nombre élevé est associé à une 
protection contre le DTl (Bennett et coll., 1995). D'autres gènes sont associés à la 
susceptibilité au DTl. Parmi ceux-ci, il y a le gène retrouvé sur le chromosome 2q33 qui 
encode pour la protéine CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4). Celle-ci est 
impliquée dans la régulation de l'activation des lymphocytes T (Ueda et coll., 2003). On 
retrouve aussi un polymorphisme au niveau du promoteur du gène codant pour l'IL-12 
(Graham et coll., 2002; Kelly et coll., 2003). 
Chez la souris NOD, plusieurs locus ont été associés au développement du DTl. 
Plusieurs de ces locus sont retrouvés sur le chromosome 1 (ldd5) et sur le chromosome 4 
(ldd9) et ils comportent plusieurs gènes impliqués dans la co-stimulation des 
lymphocytes T comme: Casp8, Cd28, Ctla-4, Icos, Bcl2, Cd30, Tnfr2 et Cd137 (Hill et 
coll., 2000; Lyons et coll., 2000). Plusieurs gènes associés au complexe majeur 
d'histocompatibilité (CMH) sont aussi associés à la susceptibilité au DTl (Yang et 
Santamaria, 2006). Sur le chromosome 2 de la souris, il y a le gène qui code pour la 132-
microglobuline (!)2m). Un polymorphisme dans ce gène peut soit entraîner une 
prédisposition (!)2ma) ou soit une résistance (!)2mb) contre le DTl (Hamilton-Williams et 
coll., 2001). 
2.6 Développement du diabète de type 1 
Avant l'apparition des symptômes cliniques caractéristiques du diabète de type 1, il 
y a une phase pré-clinique. Cette phase de la pathologie est caractérisée par une 
infiltration de cellules mononuclées autour des îlots de Langherhans aussi appelée péri-
insulite (Fujino-Kurihara et coll., 1985). La péri-insulite est détectée chez les mâles et les 
femelles NOD dès l'âge de deux à trois semaines. Les premières cellules infiltrantes sont 
des cellules présentatrices d'antigènes (APC) comme les macrophages et les cellules 
dendritiques (Mathis et coll., 2001). Elles sont suivies par des lymphocytes T CD4+, T 
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CD8+, des lymphocytes B (Jansen et coll., 1994) et parfois des cellules« Natural Killer » 
(NK) (Miyazaki et coll., 1985). Cette phase progresse lentement et peut être observée 
jusqu'à l'âge d'environ 12 semaines chez la souris. À ce stade, il n'y a pas des 
destruction des cellules bêta du pancréas. Cette phase n'est pas détectée chez les 
humains, car les symptômes apparaissent bien après celle-ci (Solomon et Sarvetnick, 
2004). Chez la souris NOD, dès l'âge de 14 semaines, l'insolite non-destructrice 
progresse vers une insolite aggresive menant à la destruction des cellules bêta du 
pancréas. II y a donc bris de la tolérance périphérique aux antigènes dérivés des cellules 
bêta (Andre et coll., 1996; Dilts et Lafferty, 1999). L'hyperglycémie, symptôme 
important du DTl, est observée lorsque 90% des cellules bêta sont détruites. À l'âge de 
30 semaines, 80 % des souris femelles et environ 20% des souris mâles ont développé le 
DTl (Solomon et Sarvetnick, 2004). 
L'importance des diverses populations leucocytaires dans le développement du 
diabète de type 1 chez la souris NOD a fait l'objet de plusieurs études qui seront décrites 
dans les sections suivantes. 
2.6.1 Les lymphocytes T 
Plusieurs évidences indiquent que les lymphocytes T sont essentiels au 
développement du DTl. Par exemple, il a été démontré que la déplétion des lymphocytes 
T par ! 'injection d'un anticorps anti-CD3, une molécule exprimée par tout les 
lymphocytes T, à des souris NOD prévient le développement du diabète (Hayward et 
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Shreiber, 19S9). De plus, il a été démontré que les deux types de lymphocytes T soit les 
CD4+ et les CDS+ sont essentiels au transfert de la pathologie chez des jeunes souris NOD 
(moins de 3 semaines) (Bendelac et coll., 19S7). 
2.6.1.1 Les lymphocytes T CD4+ 
Les lymphocytes T CD4+ sont très importants dans le développement du diabète 
de type 1. Les lymphocytes T CD4+ sont essentiels pour l'activation des lymphocytes T 
cos+ qui pourront ensuite retourner au niveau des îlots et avoir une activité cytotoxique 
envers les cellules bêta (Salomon et Sarvetnick, 2004). En conséquence, des souris NOD 
déplétées en lymphocytes T CD4+ soit par une mutation génétique au niveau de la 
molécule CD4 soit par l'utilisation d'anticorps bloquant sont protégées contre le 
développement de la pathologie (Shizuru et Fathman, 1993). 
2.6.1.2 Les lymphocytes T CD8+ 
Des études ont montré que les souris NOD déficientes en ~2-microglobuline 
(~2m-null), qui n'expriment pas de CMH de classe 1 et donc déficientes en lymphocytes 
T CDS+, ne développent pas d'insulite ni de diabète (Katz et coll., 1993). De plus, ces 
souris développent le diabète moins rapidement que les souris NOD lorsqu'on leur 
transfère des splénocytes de souris diabétiques (Katz et coll., 1993; Serreze et coll., 
1997). D'autres études ont montré que des souris NOD injectées avec un anticorps 
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bloquant dirigé contre la molécule CDS sont protégées contre le développement du DTl 
(Katz et coll., 1993). Il a été démontré que des lignées cellulaires ou des clones de 
lymphocytes T CDS+ réactifs contre des antigènes des îlots de pancréas sont hautement 
diabétogènes lorsque transférés chez des souris immunodéficientes (NOD-SCID) (Wong 
et coll., 1995) et détruisent les cellules des îlots via une interaction Fas/Fas ligand 
(Amrani et coll., 1999; Nagata et coll., 1994). 
2.6.2 Les lymphocytes B 
Les lymphocytes B ont un double rôle à jouer dans le développement du diabète 
de type 1 chez la souris NOD. Leur premier rôle consiste à présenter certains auto-
antigènes provenant des cellules bêta du pancréas comme par exemple, la protéine GAD 
(glutamic acid decarboxylase) (Falcone et coll., 199S; Serreze et coll., 199S) et ainsi 
permettre l'activation des lymphocytes T auto-réactifs (Serreze et coll., 199S). La 
deuxième fonction des lymphocytes B est de sécréter des auto-anticorps. Chez les 
patients pré-diabétiques ou nouvellement diagnostiqués, des quantités importantes 
d'auto-anticorps dirigés contre l'insuline (Palmer et coll., 19S3), la protéine GAD 
(Baekkeskov et coll., 1990; Baekkeskov et coll., 19S2) et la protéine tyrosine phosphatase 
IA2 (insulinoma-associated protein 2)/ICA512 (islet cell antibody 512) (Christie et coll., 
1994; Hawkes et coll., 1996; Solimena et coll., 1996) sont retrouvées dans le sang. De 
pl us, des souris déficientes en chaîne lourde des lgM (lgµ-/-), donc n'ayant aucun 
lymphocyte B mature (Kitamura et coll., 1991) sont protégées contre le développement 
du diabète de type 1 (Serreze et coll., 1996; Wong et coll., 199S). 
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2.6.3 Implication des DCs dans le développement du DTI 
Les cellules dendritiques et les macrophages sont parmi les premières cellules à 
infiltrer les îlots de Langerhans (Mathis et coll., 2001). Lors du développement normal de 
la souris, un remodelage des îlots de Langerhans à lieu peu de temps après la naissance 
de la souris. Ce remodelage entraîne l'apoptose de certaines cellules bêta du pancréas 
(Finegood et coll., 1995; Petrik et coll., 1998; Scaglia et coll., 1997; Trudeau et coll., 
2000). Des cellules dendritiques immatures infiltrent alors les îlots et phagocytent les 
corps apoptotiques (Steinman et coll., 2000). Ces DCs vont migrer jusqu'aux ganglions 
lymphatiques pancréatiques et présentent des auto-antigènes aux lymphocytes T. Les 
souris NOD possèdent un haplotype spécifique du CMH de classe II, I-Ag7, favorisant la 
présentation de plusieurs auto-antigènes (Ridgway et Fathman, 1999). Cette molécule est 
essentielle au développement de la pathologie, puisqu'une seule mutation dans cette 
protéine protège la souris NOD contre le développement de la maladie (Wicker et coll., 
1987). 
Plusieurs groupes ont étudié les cellules dendritiques des souris NOD. Tout 
d'abord, les travaux de Feili-Hariri et coll. ont permis de démontrer que les cellules de la 
moelle osseuse de souris NOD cultivées in vitro en présence de GM-CSF et d'IL-4 sont 
dans un état de maturation plus avancé que les DCs de souris non susceptibles au 
développement du diabète de type 1 (Feili-Hariri et Morel, 2001). De plus, ces travaux 
ont démontré que l'on obtient un nombre inférieur de DCs à partir de la moelle osseuse 
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de souris NOD comparativement à d'autres souches de souris. La diminution importante 
du nombre de DCs chez la souris NOD pourrait, selon les auteurs, diminuer la capacité 
des DCs à induire une tolérance périphérique (Feili-Hariri et Morel, 2001). 
Plusieurs groupes ont aussi rapporté des anomalies des cellules dendritiques de la 
souris NOD. En 2004, le groupe de Leenen a rapporté que la génération de DCs à partir 
de la moelle osseuse avec du GM-CSF générait un nombre de DCs inférieur à celui 
obtenu avec d'autres types de souris comme les C57BL/6 et les Balb/C et que les DCs de 
souris NOD avaient un taux d'apoptose plus élevé comparativement aux souris NOR 
(non obèse résistante, souris congéniques aux NOD mais qui ne développent pas le 
diabète de type 1) (Nikolic et coll., 2004). La majorité des cellules ainsi générées, avait 
un phénotype et des fonctions se rapprochant plus de celles des macrophages que de DCs. 
Les quelques DCs obtenues à partir de souris NOD avaient un phénotype de cellules 
dendritiques matures mais elles étaient incapables d'induire l'activation des lymphocytes 
T. Cette étude a révélée que chez les souris NOD, il y a un dérèglement dans la 
génération de DCs et qu'il y a génération préférentielle de macrophages in vitro. De 
façon similaire, le même groupe a étudié la différenciation des monocytes en DCs et a 
démontrée que les monocytes de souris NOD se différencient préférentiellement en 
macrophages in vivo et non en DCs (Nikolic et coll., 2005). 
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2.7 Tolérance périphérique et DT1 
La tolérance périphérique est assurée par plusieurs mécanismes qui préviennent 
normalement l'activation des lymphocytes T auto-réactifs. Cependant, chez la souris 
NOD, la plupart de ces mécanismes ne sont pas fonctionnels à leur plein potentiel. Le 
premier mécanisme de tolérance périphérique est l'ignorance immunologique (figure 2). 
Dans ce mécanisme, une barrière anatomique empêche les lymphocytes T auto-réactifs de 
rencontrer leurs antigènes. Le pancréas de la souris NOD n'offre pas ce type de 
protection, au contraire, les cellules immunitaires y pénètrent dès le jeune âge de la souris 
(Mathis et coll., 2001). Le deuxième mécanisme est la délétion clonale (figure 2). Lors de 
l'activation des lymphocytes T auto-réactifs, il peut aussi y avoir liaison de Fas et de Fas 
ligand, exprimé respectivement par le lymphocyte T et par la cellule présentatrice 
d'antigène (figure 2). Cette liaison entraîne l'apoptose du lymphocyte. Des analyses chez 
la souris NOD ont montré que l'expression de Fas est diminuée chez les lymphocytes T 
CD4+ et T CDS+ (Decallonne et coll., 2003). Cette faible expression de Fas peut être 
responsable de la quantité importante de lymphocyte T auto-réactifs circulants retrouvés 
chez la souris NOD (Decallonne et coll., 2003). Un autre mécanisme de tolérance 
périphérique nécéssite l'expression de la protéine CTLA-4 par les lymphocytes T. Les 
cellules présentatrices d'antigènes expriment des molécules de la famille B7 soit B7.1 
(CD80) et B7 .2 (CD86), ces molécules lient la molécule CD28 retrouvée sur les 
lymphocytes T. Cette liaison fournit au lymphocyte le deuxième signal esentiel à son 
activation. CTLA-4 est une molécule qui peut aussi lier les molécules de la famille B7 
(Kamradt et Mitchison, 2001). Lorsqu'il y a liaison de CTLA-4 , il y a inhibition de 
l'activation du lymphocyte T. Plusieurs études ont démontré qu'il y a une diminution de 
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l'expression de CTLA-4 au niveau des lymphocytes T chez la souris NOD (Ueda et coll., 
2003). Le dernier mécanisme de la tolérance périphérique est médié par les lymphocytes 
T régulateurs (figure 2). Des études ont démontré que les lymphocytes T régulateurs 
peuvent entourer les DCs, et ainsi, empêcher les lymphocytes T naïfs d'avoir accès aux 
molécules de co-stimulation et aux molécules de CMH portant des peptides auto-réactifs 
(Tang et coll., 2006). Les lymphocytes T régulateurs peuvent aussi produire des cytokine 
comme l'IL-10 et du TGF-13 qui inhibent la prolifération des lymphocytes T naïfs. 
Cependant, il a été démontré que chez les souris NOD, il y a une diminution du nombre 
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Figure 2. Représentation schématique des mécanismes impliqués dans la 
tolérance périphérique. 
Plusieurs mécanismes empêchent normalement les lymphocytes T auto-réactifs de 
trouver son antigène. Pami ces mécanismes il y a l'ignorance immunologique, la déletion 
clonale, l'inhibition de l'activation du lymphocyte ainsi que les lymphocytes T 
régulateurs. Extrait de (Kamradt et Mitchison, 2001) 
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2.7.1 F4/80 
La molécule F4/80 est une glycoprotéine de 160 kDa normalement exprimée à la 
surface des macrophages. Cette molécule peut aussi être exprimée par certains types de 
cellules dendritiques comme, par exemple, les cellules de Langerhans, quelques cellules 
dendritiques myéloïdes et celles de la pulpe rouge de la rate (van den Berg et Kraal, 
2005). L'expression de F4/80 par les cellules dendritiques est perdue lorsqu'elles 
deviennent matures (van den Berg et Kraal, 2005). Le groupe de Stein-Streilein a 
démontré que la molécule F4/80 est essentielle au maintien et à l'induction de la 
tolérance (Lin et coll., 2005). Pour ce faire, des souris n'exprimant pas la molécule F4/80 
ont été générées (Lin et coll., 2005). Par la suite, de l'ovalbumine a été introduit dans la 
chambre antérieure d'un oeil des souris. Ce type de manipulation induit une tolérance à 
cet antigène chez les souris contrôles tandis qu'une réponse immunitaire contre cet 
antigène s'est développée chez les souris déficientes en F4/80 (Lin et coll., 2005). Ces 
travaux ont aussi démontré que les souris déficientes en F4/80 avaient un nombre réduit 
de lymphocytes T CD8+ régulateurs par rapport aux souris contrôles exprimant F4/80. 
Ces résultats suggèrent que F4/80 serait donc responsable de l'activation et/ou du 
maintien des lymphocytes T CD8+ régulateurs (Lin et coll., 2005). Cependant, le 
mécanisme par lequel F4/80 médie la tolérance n'est pas encore connu, en partie par le 
fait que le ligand de F4/80 est encore inconnu à ce jour (van den Berg et Kraal, 2005). 
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2. 7 .2 Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) 
Les lymphocytes T régulateurs sont caractérisés par l'expression des molécules 
CD4+, CD25+ et du facteur de transcription FoxP3 (Chen, 2006). Ces lymphocytes 
expriment aussi à leur surface CD62L, CD45RB-n°w, GITR+lhigh, LAG3t\ LAP!fGF-W et 
CTLA-4+ (Chen, 2006). Ces derniers marqueurs ne sont pas seulement exprimés sur les 
lymphocytes T régulateurs mais aussi sur les lymphocytes T CD4+ activés via leur TCR 
(Chen, 2006). 
Il existe deux types de lymphocytes T régulateurs soient les Tregs « natural 
occuring »et les Tregs induits (Lan et coll., 2005). Les lymphocytes T régulateurs induits 
sont issus de la différenciation des lymphocytes T naïfs en présence de cytokines anti-
inflammatoires comme de l'IL-10 ou le TGF-f3 (Lan et coll., 2005) ou par contact avec 
des DCs de type tolérogènes (Rutella et coll., 2006) (discuté plus bas). Les lymphocytes 
T régulateurs naturels, sont produits au niveau du thymus et exportés au niveau de la 
périphérie et au niveau des organes lymphatiques secondaires (Lan et coll., 2005). 
Les lymphocytes T régulateurs ont la particularité d'être anergiques lors d'une 
stimulation via leur TCR et ne produisent pas d'IL-2 (Shevach, 2001). Les lymphocytes 
T régulateurs ont la capacité d'inhiber la prolifération des lymphocytes T CD4+ et T 
CD8+ lorsque ces derniers sont activés par un peptide (Chen, 2006). Chez les patients 
atteints de diabète de type 1, une étude a démontré qu'il y a une diminution importante 
des lymphocytes Tregs dans leur sang (Kukreja et coll., 2002). Une autre étude (Brusko 
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et coll., 2005) montre cependant que les patients atteints de DTl ont le même 
pourcentage de Tregs dans le sang, cependant, leur fonctionnalité serait inférieure à celle 
des sujets sains (Brusko et coll., 2005). 
Le mécanisme par lequel les Tregs inhibent la prolifération des lymphocytes T a 
été clarifiée chez la souris NOD. Le groupe de Tang (Tang et coll., 2006) a démontré que 
dans les ganglions lymphatiques pancréatiques et dans la rate, les Tregs entourent les 
cellules dendritiques empêchant ainsi la présentation d'antigènes aux lymphocytes T. 
D'autres études ont montré que la suppression de la prolifération peut être médiée par 
plusieurs molécules comme CTLA-4 (Chen, 2006), GITR (Shimizu et coll., 2002) et le 
TGF-B. 
Le TGF-B est indispensable à l'immunosuppression (Chen, 2006). Les 
lymphocytes T regs expriment une forme membranaire du TGF-B (LAP-TGF-B), ainsi 
que le récepteur II du TGF-B CTBRII). Ces molécules permettent ('inhibition de la 
prolifération des lymphocytes T naïfs après une stimulation via le TCR (McHugh et coll., 
2002). 
2. 7.3 Les DCs dans la tolérance 
Les cellules dendritiques jouent un rôle important dans la tolérance centrale au 
niveau du thymus. Les DCs présentent des antigènes aux lymphocytes T et sont 
impliquées dans la sélection négative de ces derniers (Matzinger et Guerder, 1989). 
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Plusieurs types de cellules dendritiques impliquées dans la tolérance périphérique 
ont aussi été décrites dans la littérature. Dans des conditions non-inflammatoires, les DCs 
peuvent présenter des antigènes aux lymphocytes T et induire leur anergie (Steinman et 
coll., 2000). Les DCs peuvent phagocyter des corps apoptotiques, migrer aux niveaux des 
ganglions et arrêter leur maturation dans un stade semi-mature (Rutella et coll., 2006). Le 
phénotype des cellules dendritiques semi-matures est caractérisé par une forte expression 
des molécules de co-stimulation et des molécules du CMH de classe II, mais au lieu de 
produire de l'IL-12, ces DCs produisent des quantités importantes d'IL-10 (Figure 3) 
(Rutella et coll., 2006). Un autre type de DCs tolérogènes sont les DCs qui résident dans 
des environnements favorisant la tolérance, comme par exemple dans les muqueuses ou 
dans des sites immuno-privilégiés tels que la chambre antérieure de! 'oeil et les poumons. 
Ces DCs ont un phénotype matures, sécrétent de l'IL-10 mais pas d'IL-12 tout en 
favorisant le développement des Tregs qui produiront à leur tour de l'IL-10 (Lutz et 
Schuler, 2002). Un troisième type de DCs tolérogènes sont les DC matures, c'est-à-dire 
qu'elles expriment fortement les molécules de co-stimulation et les molécules de CMH 
de classe II et produisent des quantités importantes d'IL-12 (Figure 3) (Rutella et coll., 
2006). Ces DCs peuvent générer des peptides «tolérogéniques», et qui, lorsque présentés 
aux lymphocytes Tregs, induisent la prolifération et l'expansion de lymphocytes T 
régulateurs pré-existants et spécifiques pour cet antigène (Quaratino et coll., 2000). 
Les DCs immatures ou semi-matures peuvent permettre la conversion de 
lymphocytes T CD4+ naïfs en lymphocytes T régulateurs produisant de l 'IL-10 (Battaglia 
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et coll., 2006; Vigouroux et coll., 2004). Ces DCs exprimeraient une molécule 
régulatrice, encore inconnue, qui permettrait cette différenciation des lymphocytes T 
effecteurs en lymphocytes T régulateurs (Vigouroux et coll., 2004). Récemment, une 
étude a démontré que des APC exprimant fortement Jagged-1, le ligand de Notch, 
induisent des lymphocytes T régulateurs qui produisent du TGF-P et ce, in vitro et in vivo 
(Yvon et coll., 2003). Pour ce faire, les auteurs ont transfecté, à l'aide d'un système 
adénoviral, des lymphocytes B afin que ces derniers expriment fortement Jagged-1. Par la 
suite, ces cellules ont été mis en contact avec des lymphocytes T naïfs. La production de 
cytokines comme l 'IL-2 et l 'IFN-y est fortement réduite lorsque les lymphocytes T sont 
stimulés par des cellules surexprimant Jagged-1 comparativement aux contrôles. De plus, 
les auteurs ont observé une production importante de TGF-P par les lymphocytes T 





















IL-1 , TN 
1 GM-CSF 
+ l ~FA 
1 in vivo y 
Expansion 
Figure 3. Mécanismes d'action des différents types de DCs tolérogènes" 
U existe trois de DCs tolérogènes capables d'activer ou d'induire ia formation de 
lymphocytes T régulateurs. Les DC immatures et semi-matures favorisent le 
différenciation de lymphocytes T naïfs en lymphocytes T régulateurs alors que !es DCs 
matures favorisent la prolifération des lymphocytes T régulateurs déjà existants. Les 
lymphocytes T régulateurs obtenus dans les deux situations possèdent les mêmes 
caractéristiques, soit une production de cytokines anti-inflammatoires 10 et TGF-~) 
anisi qu'une activité inhibitrice de prolifération des lymphocytes T effecteurs. Extrait 
(RuteHa et coll., 
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Plusieurs cytokines peuvent influencer le développement des DCs tolérogènes. 
L'IL-10 permet la génération de DCs tolérogènes exprimant faiblement CDl lc et 
fortement CD45RB (CD1 lc10w, CD45Rbhi) (Wakkach et coll., 2003). Pour ce faire, les 
auteurs ont cultivé des cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse en présence 
d'IL-10. Les DCs ainsi obtenues ne montrent pas d'augmentation d'expression des 
molécules de co-stimulation suite à la maturation induite par le LPS et produisent des 
quantités importantes d'IL-10. Lorsque ces cellules sont pulsées avec un peptide dérivé 
de l'ovalbumine, elles permettent la différenciation de lymphocytes Tregs à partir de 
lymphocytes T CD4+ naïfs (Wakkach et coll., 2003). De plus, le groupe de Girolomoni a 
montré que l'IL-10 peut avoir un effet autocrine sur les DCs qui la produisent, en limitant 
leur processus de maturation (Corinti et coll., 2001). Cette étude a montré que les DCs 
matures ont une accumulation de l'ARN messager du récepteur de l'IL-10 ainsi qu'une 
accumulation intra-cellulaire de ce récepteur. Le contrôle de l'expression de ce récepteur 
serait, selon les auteurs, une façon clé de manipuler les fonctions biologiques des DCs 
(Corinti et coll., 2001). 
Une autre cytokine influençant les fonctions tolérogéniques des DCs est la TSLP 
(thymie stromal lymphopoietin). La TSLP est produite par les cellules épithéliales du 
thymus des corpuscules de Hassall (Watanabe et coll., 2005). Les DCs traitées au TSLP 
expriment fortement le CMH II et les molécules de co-stimulation comparativement aux 
cellules contrôles, sécrètent une quantité négligeable d'IL-12p70 et promouvoient la 
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différenciation des lymphocytes T CD4+ naïfs en lymphocytes T CD4+ CD25+ FoxP3+ 
régulateurs (Watanabe et coll., 2005). 
Récemment, des études ont montré que le VIP (vasoactive intestinal peptide) a la 
capacité d'induire des DCs tolérogènes. Le VIP est un neuro-peptide relâché par les 
cellules immunitaires en réponse à un antigène et possède des caractéristiques d'un agent 
anti-inflammatoire (Chorny et coll., 2005). Des BMDC exposées à ce peptide se 
différencient en DCs qui résistent à la maturation et qui produisent des quantités 
importantes d'IL-10 (Chorny et coll., 2005). Ces DCs expriment fortement la molécule 
CMH de classe II mais expriment faiblement les molécules de co-stimulation (Chorny et 
coll., 2005). 
Nous avons démontré au laboratoire que l'injection de GM-CSF à des souris NOD 
les protègent contre le développement du diabète de type 1 (Gaudreau et coll. données 
non publiées). Des analyses ultérieures ont permis de déterminer que l'injection de GM-
CSF permet la génération d'une population de DCs tolérogènes semi-matures. Ces 
cellules expriment les molécules de co-stimulation et le CMH de classe II de façon 
similaire aux cellules de souris contrôles. Cependant, lorsque la maturation de ces 
cellules est induite par le LPS, une très faible augmentation de l'expression des molécules 
de co-stimulation est observée. Ces DCs résistent à la maturation et demeurent dans un 
état semi-mature. Ces DCs produisent des quantités importantes d'IL-10, une cytokine 
connue pour avoir un effet inhibiteur sur la prolifération des lymphocytes T. In vivo, des 
transferts adoptifs ont permis de déterminer que ces DCs sont essentielles pour la 
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protection contre la pathologie du diabète de type 1. De plus, les souris traitées au GM-
CSF montrent une augmentation du nombre de lymphocytes T régulateurs 
comparativement aux souris contrôles. L'augmentation de ces lymphocytes T régulateurs 
serait due à la présence de cette sous-population de DCs semi-matures. 
La génération de DCs tolérogènes semble être une avenue très intéressante pour la 
protection contre le diabète de type 1. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la 
génération de DCs sont partiellements définis alors que ceux impliqués dans la génération 
de DCs tolérogènes ne le sont pas. Les prochaines sections présentent les connaissances 
actuelles des mécanismes moléculaires impliqués dans la génération des DCs. 
2.8 Mécanismes moléculaires impliqués dans la génération des DCs 
2.8.1 Implication de p38 
Les MAP kinases sont impliquées dans le développement et la maturation des 
DCs. Certaines MAP kinases favorisent la différenciation des monocytes en DCs tandis 
que d'autres MAP kinases inhibent cette différenciation. 
La protéine p38, comme son nom l'indique, est une protéine de 38 kDa qui fait 
partie de la famille des MAP kinases. Cette protéine semble jouer un rôle important lors 
de la maturation des cellules dendritiques. Chez ces dernières, la protéine p38 peut être 
activée par plusieurs stimuli pro-inflammatoires comme lors de liaison du CD40 à son 
ligand, d'une exposition au LPS ou au TNF-a (Arrighi et coll., 2001; Mathur et coll., 
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2004). L'activation de p38 est requise pour la maturation des DCs (Arrighi et coll., 2001; 
Puig-Kroger et coll., 2001; Yu et coll., 2004), leur migration (Luft et coll., 2004) ainsi 
que pour la production d'IL-12 (Luft et coll., 2004; Mathur et coll., 2004; Puig-Kroger et 
coll., 2001). Plusieurs inhibiteurs pharmacologiques de p38 existent dont le SB 203580. 
Cet inhibiteur se lie au site catalytique de p38 et bloque son activité kinase. Chez les 
DCs, lorsque l'activité kinase de p38 est inhibée, leur maturation est fortement diminuée 
(Luft et coll., 2004). L'activation de p38 est importante pour la maturation des DCs, 
cependant, son activation nuit à la différenciation des monocytes en cellules dendritiques 
immatures (Xie et coll., 2003). L'inhibition de p38 favorise la différenciation des 
monocytes en cellules dendritiques immatures (Xie et coll., 2003). 
Le groupe de Chang a voulu déterminer l'effet des MAP kinases sur CIIT A (Y ao 
et coll., 2006). Dans les BMDC (cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse), il a 
été démontré que la maturation induite par le LPS inhibait l'expression du gène CIITA. 
CIITA est un régulateur majeur de l'expression du CMH de classe Il. Lors de la 
maturation des DCs, il n'y a pas de synthèse de novo des molécules de CMH mais bien 
export au niveau de la membrane plasmique des molécules déjà existantes et conservées 
dans des vésicules intra-cellulaires. Les auteurs de cette étude montrent que l'inhibition 
de p38 permet de restorer l'activation de CIITA inhibée par la maturation induite au LPS. 
Donc une fois de plus, l'activation de p38 favoriserait la maturation des DCs. 
Il a aussi été rapporté que des souris déficientes en MKK3, une des kinases 
responsables de la phosphorylation et donc de l'activation de p38, avaient des cellules 
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dendritiques avec une production d'IL-12 compromise (Lu et coll., 1999). La maturation 
des DCs est un phénomène indépendant de la capacité de production de cytokines au 
niveau moléculaire, cependant, p38 intervient dans les deux phénomènes. 
2.8.2 Implication de ERK 
ERK (extracellular signal-regulated kinase) est une famille de protéines qui 
comprend plusieurs membres. ERK 1 et 2 sont activés en réponse à des facteurs de 
croissance et des agents mitogéniques comme l'ester de phorbol (Roux et Blenis, 2004). 
ERK 1 et 2 ont 83% d'homologie et sont exprimées dans la majorité des tissus et sont 
impliquées dans la survie et la prolifération cellulaire. Chez les DCs, le LPS permet 
l'activation de ERK 1 et 2 ce qui promouvoit leur survie (Rescigno et coll., 1998). Une 
étude a montré qu'une activation prédominante de ERK 1 et 2 comparativement à celle 
de p38 favorise la production d'IL-10 (Mathur et coll., 2004). L'IL-10 permet ensuite 
l'inhibition de la maturation des cellules dendritiques, l'augmentation de l'expression de 
CCR7 (Ato et coll., 2002) ainsi que l'inhibition de la production d'IL-12 (Loscher et 
coll., 2005). Lorsque ERK 1 et 2 sont inhibées chez les cellules dendritiques, il y a 
augmentation de leur maturation (Puig-Kroger et coll., 2001) ainsi que de leur migration 
(Luft et coll., 2004). Bien que l'inhibition de ERK 1 et 2 permet la maturation des DCs, 
une autre étude a rapporté que l'activation de ERKl et 2 est requise pour la 
différenciation des monocytes humains en cellules dendritiques immatures (Xie et coll., 
2003). 
Les différentes MAP kinases ont plusieurs substrats, la majorité de ces substrats 
sont des facteurs de transcription. Selon le type de kinases activées, différents facteurs de 
transcription seront activés. Les facteurs de transcription, comme leur nom l'indique, 
permettent l'activation de la transcription de plusieurs gènes impliqués dans la maturation 
et dans les fonctions des DCs. Des études ont investigué le rôle de quelques facteurs de 
transcription dans la génération des DCs. Cependant, le rôle de plusieurs facteurs dans la 
génération des DCs n'a pas encore été investigué. 
2.8.3 Implication de NF-KB 
Le facteur de transcription NF-KB consite en un homo- ou hétérodimère composé 
de protéines de la famille NF-KB: p50, p52, RelA (p65), RelB et c-Rel. (Xiao et coll., 
2006). Les protéines p50 et p52 sont générées à partir de précurseurs, p105 et plOO 
respectivement. Lors de leur activation, il y a un clivage de la partie C-terminale des 
précurseurs. Le clivage de p105 en p50 est constitutif alors que le clivage de plOO en p52 
est inductible (Xiao et coll., 2001). Deux voies d'activation permettent la translocation 
nucléaire de NF-KB, soit la voie classique (canonique) et la voie alternative (non-
canonique) (Xiao et coll., 2006). 
La voie classique de NF-KB (figure 4 à gauche) est activée rapidement suite à une 
stimulation par plusieurs stimuli pro-inflammatoires (Pahl, 1999). Cette voie nécessite 
l'activation du complexe multimérique de kinases IKK (IKB kinases) formé de IKKa, 
IKK(3 et IKKy aussi appelé NEMO (DiDonato et coll., 1997; Mercurio et coll., 1997; 
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Regnier et coll., 1997). Ces kinases phosphorylent IKB, une protéine qui séquestre le 
complexe NF-KB au cytoplasme. Une fois phosphorylée, IKB est poly-ubiquitinylée puis 
dégradée par le protéasome 26S. La dégradation de IKB libère le complexe NF-KB qui 
peut alors transloquer au noyau et permettre la transcription des gènes. 
Quant à elle, la voie alternative de NF-KB (figure 4 à droite) est activée plus 
tardivement que la voie classique par des stimuli pro-inflammatoires. Cette voie nécessite 
! 'activation de la kinase NIK qui permet ! 'activation et le recrutement de IKKa 
(Senftleben et coll., 2001). Le complexe formé de NIK et de IKKa se lie ensuite au 
précurseur inactif plOO et le phosphoryle dans les parties C- et en N-terminales (Xiao et 
coll., 2004). pl OO est ensuite ubiquitinylée et clivée en sa forme active p52 (Fong et Sun, 
2002; Xiao et coll., 2001). Par la suite, il y aura translocation au noyau pour permettre la 
transcription de gènes. Cette voie d'activation est responsable de la majorité de la 
translocation nucléaire de Re!B (Solan et coll., 2002). 
L'activation de NF-KB est cruciale pour la maturation des cellules dendritiques 
ainsi que pour leur activation (Rescigno et coll., 1998). Il a été démontré que les souris 
déficientes en NF-KB n'ont pas de cellules dendritiques myéloïdes (Weih et coll., 1995; 
Wu et coll., 1996). Une surexpression de lkB dans les DCs matures diminue! 'expression 
des molécules de CMH de classe II, des molécules de co-stimulation CD80 et CD86 et la 
production de TNF-a chez ces cellules (Y oshimura et coll., 2001). Chez la souris NOD, 
il a été démontré que les DCs ont un niveau d'activation de NF-KB élevé, ce qui serait 
responsable de leur capacité de présentation d'antigènes élevée (Poligone et coll., 2002; 
Weaver et coll., 2001). Cette activation anormale serait due à une activité très importante 
du complexe de kinases IKK (Rescigno et coll., 1998). Le groupe de Ma (Ma et coll., 
2003) a tenté de rétablir un niveau physiologique d'activation de NF-KB dans les DCs de 
souris NOD. Pour ce faire, ils ont utilisé une approche d'oligo-transfection avec un 
oligonucléotide compétitif contenant la séquence reconnue par NF-KB. Cette transfection 
a pour effet d'inhiber la liaison du facteur NF-KB aux promoteurs endogènes et donc 
d'empêcher la transcription des gènes activés par NF-KB. Les cellules dendritiques 
transfectées avec l 'oligonucléotide étaient moins aptes à présenter des antigènes que les 
DCs transfectées avec le vecteur vide et protègent contre le développement du diabète de 








Figure 4. Représentation schématique des deux de NF-KB. 
La classique (représentée à droite sur figure) représente l'activation rapide NK-
KB suite à un stimulus pro-inflammatoire. Cette voie requiert la dégradation IKB qui 
permet libération de NF-KB ainsi que sa translocation nucléaire. La voie alternative 
(représentée à gauche sur la figure) représente une activation plus tardive de NF-KB 
à un stimulus pro-inflammatoire. Cette voie requiert le clivage du précurseur inactif 
en sa forme active p52, ce qui permet la translocation nucléaire du complexe NF-KR 
Extrait de (Xiao et 2006) 
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Le groupe de Ouaaz a démontré qu'une mutation dans la protéine p50, p52, p65 
(RelA) ou c-Rel n'affecte en rien le développement des DCs (Ouaaz et coll., 2002). Par 
contre, les doubles mutations de p50 et RelA et de p50 et c-Rel affecte le développement 
des DCs. Cette étude suggère que les sous-unités p50, p52, p65 (RelA) etc-Rel auraient 
des rôles redondants au niveau des DCs et que la délétion d'une sous-unité peut être 
compensée par une autre sous-unité. Cependant, aucune sous-unité ne semble être 
capable de remplacer ReIB puisque les souris déficientes en RelB possèdent moins de 
DCs au niveau de la rate et du thymus (Wu et coll., 1998). De plus, les DCs de ces souris 
ont une capacité de présentation d'antigènes et une immunité cellulaire moins efficaces 
que celles des souris contrôles (Wu et coll., 1998). Une étude a aussi montré que les DCs 
déficientes en ReIB promouvoient la génération de lymphocytes T régulateurs lorsque 
pulsées avec un antigène (Martin et coll., 2003). La protéine RelB permet la 
différenciation de DCs, lorsqu'elle est inhibée, les monocytes ne peuvent se différencier 
en DCs. Cependant la génération et la différenciation des autres types cellulaires 
d'origine myéloïde n'est pas affectée par la délétion de ReIB (Platzer et coll., 2004). 
2.8.4 Implication de CREB 
La famille du facteur de transcription CREB, comprend le facteur ATFl 
(activating transcription factor), le facteur CREM (cyclic AMP response element (CRE) 
modulator) ainsi que le facteur de transcription CREB (CRE binding protein) (Mayr et 
Montminy, 2001). Les facteurs de transcription CREB et ATFl sont exprimés de façon 
ubiquiste alors que le facteur de transcription CREM est principalement exprimé dans les 
tissus neuroendocriniens (Mayr et Montminy, 2001). Les facteurs CREB et CREM 
peuvent subir plusieurs épissages alternatifs générant des isoformes ayant une activité 
inhibitrice ou activatrice au niveau de la transcription de gènes (Foulkes et Sassone-
Corsi, 1992; Long et coll., 2001). Lors de l'activation d'un récepteur couplé aux petites 
protéines G hétérotrimériques, il peut y avoir une activation de l'adénylyl cyclase qui 
augmente les niveaux d' AMP cyclique dans le cytosol de la cellule (Mayr et Montminy, 
2001). Cette accumulation d'AMP cyclique permet l'activation de la protéine kinase A 
(PKA). Lorsque la cellule n'est pas activée, la PKA est restreinte au cytosol sous forme 
d'hétérotétramère inactif composé de deux sous-unités régulatrices et de deux sous-unités 
catalytiques. L'augmentation de I 'AMP cyclique permet la libération des sous-unités 
catalytiques qui migrent passivement au noyau pour induire ! 'activation de la 
transcription de gènes via la phosphorylation de CREB (Gonzalez et Montminy, 1989). 
CREB médie la transcription de gènes en se dimérisant puis en se liant sur une séquence 
conservée TGACGTCA appelé CRE (cAMP-responsive element) (Comb et coll., 1986; 
Montminy et coll., 1986; Short et coll., 1986). La phosphorylation de CREB sur la sérine 
133 permet le recrutement du co-activateur transcriptionnel CBP ou p300 (Arias et coll., 
1994; Chrivia et coll., 1993). Des souris ayant une délétion du domaine «basic-leucine 
zipper» (bZIP) de CREB, responsable de la dimérisation du facteur de transcription et de 
la liaison à I 'ADN, ont été générées. L'étude de ces souris a révélé qu'elles décédaient à 
la naissance d'une insuffisance respiratoire (Rudolph et coll., 1998). Ces souris ont aussi 
une déficience dans le développement des lymphocytes T exprimant un TCR de type a~ 
au niveau du thymus (Rudolph et coll., 1998). 
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2.8.5 Implication de C/EBP 
Le facteur de transcription C/EBP a été caractérisé pour la première fois dans le 
laboratoire du Dr. McKnight en tant qu'une protéine résistante à la chaleur retrouvée dans 
le noyau des hépatocytes de rat (Johnson et coll., 1987). Le clonage du gène codant pour 
C/EBP (Landschulz et coll., 1988) et des études ultérieures ont permis de déterminer 
l'existence d'un domaine «basic-leucine zipper» (bZIP) permettant la liaison à l'ADN 
ainsi que la dimérisation. Par la suite, d'autres gènes codant pour d'autres protéines de la 
famille de C/EBP ont été découverts. Actuellement, on dénombre 6 membres de la 
famille C/EBP (a, 13, ô, y, E, et~) qui sont codés par des gènes différents (Ramji et Foka, 
2002). Des isoformes de certains membres de la famille C/EBP ont également été 
rapportés (Ramji et Foka, 2002) Par exemple, un usage alternatif des codons d'initiation 
de la traduction sur la même molécule d' ARN messager de C/EBPj3, et de C/EBPa 
permet de synthétiser des isoformes aux fonctions différentes. C/EBPE possède plusieurs 
promoteurs et l'usage alternatif de ces différents promoteurs permet la synthèse de 
différentes molécules (Lekstrom-Himes, 2001; Y amanaka et coll., 1997). Dans le cas de 
C/EBPj3, trois isoformes sont connues : LAP*, une protéine de 38 kDa, LAP, une 
protéine de 35 kDa et LIP, une protéine de 20 kDa (Descombes et Schibler, 1991). LAP 
et LIP sont généralement les deux formes les plus exprimées. LAP comprend le domaine 
d'activation ainsi que le domaine bZIP tandis que LIP ne comprend que le domaine de 
bZIP. L'absence du domaine d'activation confère à LIP un effet inhibiteur des C/EBP 
(Williamson et coll., 1998). Chaque C/EBP possède un domaine C-terminal très conservé 
(environ 90 % d'homologie) qui comprend un domaine riche en acides aminés basiques 
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constituant le domaine de liaison à l'ADN suivi d'un domaine de dimérisation appelé 
«leucine zipper» (Ramji et Foka, 2002) Les C/EBP peuvent hétérodimériser avec 
d'autres facteurs de transcription qui possèdent aussi un domaine bZIP (Hsu et coll., 
1994; LeClair et coll., 1992; Vallejo et coll., 1993). La partie N-terminale des C/EBP est 
plus variable (moins de 20% d'homologie) sauf pour trois petites régions qui sont 
conservées entre les six isoformes (Angerer et coll., 1999; Cooper et coll., 1995; Nerlov 
et Ziff, 1994; Tang et Koeffler, 2001; Williams et coll., 1995; Williamson et coll., 
1998). Ces trois régions représentent le domaine d'activation qui intéragit avec les 
composantes de la machinerie cellulaire responsable de la transcription et permettant 
ainsi l'induction de la transcription de gènes (Angerer et coll., 1999; Cooper et coll., 
1995; Nerlov et Ziff, 1994; Tang et Koeffler, 2001; Williams et coll., 1995; Williamson 
et coll., 1998). L'implication des C/EBP dans la génération des DCs n'est pas connue, 
cependant, il a été démontré que C/EBP~ est impliqué dans la différenciation et dans 
l'activation des macrophages (Poli, 1998; Screpanti et coll., 1995; Tanaka et coll., 1995). 
D'autres études ont rapportées que les macrophages de la rate de souris déficientes en 
C/EBP~ ont une production d'oxide nitrique et d'IL-12 réduite et, par conséquent, une 
faible induction d'une réponse immunitaire de type Thl (Poli, 1998; Screpanti et coll., 
1995; Tanaka et coll., 1995). 
41 
2.8.6 Implication d'AP-1 
Le complexe dimérique AP-1 (activating protein-1) est un facteur de transcription 
qui régule l'expression de plusieurs gènes. Ce complexe est constitué des protéines de la 
famille Jun (c-Jun, JunB et JunD), des protéines de la famille Fos (c-Fos, FosB, Fra-let 
Fra-2) ainsi que de quelques membres de la famille ATF (ATFa, ATF-2 et ATF-3) et de 
la famille JDP (JDP-1 et JDP-2) (Hess et coll., 2004). Toutes ces protéines possèdent un 
domaine «leucine-zipper» qui permet leur dimérisation, et qui est essentiel à leur 
translocation nucléaire. Les protéines de la famille Jun peuvent former des hétéro- et des 
homodimères, tandis que les protéines de la famille Fos ne peuvent pas former 
d'homodimères. Ces protéines doivent s'hétérodimériser avec des membres de la famille 
Jun (Hess et coll., 2004). c-Jun, c-Fos et FosB sont de puissants activateurs de la 
transcription tandis que JunB, JunD, Fra-1 et Fra-2 sont des activateurs faibles de la 
transcription voire des inhibiteurs d 'AP-1 en compétitionnant pour les sites de liaison 
(Hess et coll., 2004). La facteur de transcription AP-1 peut être activé par plusieurs 
stimuli comme des cytokines, des facteurs de croissance, des signaux de stress, des 
infections ainsi que des stimuli oncogéniques (Whitmarsh et Davis, 1996). Les membres 
de la famille Jun peuvent être activés par la MAP kinase JNK. L'activation des membres 
de la famille Fos n'est pas bien définie. Plusieurs protéines susceptibles d'activer les 
protéines Fos ont été identifiées, il s'agit des protéines FRK (Fos-related kinase) (Deng 
et Karin, 1994), RSK (ribosomal S6 kinase) et ERK (Chen et coll., 1996). Il a été 
démontré que la prolifération des lymphocytes T ainsi que leur production de cytokine est 
augmentée en absence de JunD (Meixner et coll., 2004). JunD et JunB sont aussi 
responsables de la différenciation et des fonctions des lymphocytes T auxiliaires. JunB 
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permet l'activation de la transcription du gène de I'IL-4 chez les lymphocytes T, ce qui 
permet une polarisation de type Th2 tandis que JunD inhibe la transcription du gène de 
I'IL-4 (Hartenstein et coll., 2002; Meixner et coll., 2004). L'importance fonctionnelle 
d'AP-1 chez les DCs n'est pas encore très bien définie. On sait toutefois qu'AP-1 est, en 
partie, responsable de la production d'IL-6 par les DCs (Saccani et coll., 2001). 
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3 Rationnelle 
Les DCs tolérogènes générées in vivo, chez les souris NOD traitées au GM-CSF, ont 
un phénotype et des fonctions différentes comparativement aux DCs isolées de souris 
témoins. Ces DCs résistent à la maturation et produisent des quantités importantes de 
cytokines anti-inflammatoires. Même si plusieurs mécanismes moléculaires impliqués 
dans la maturation des DCs sont décrits dans la littérature, aucun mécanisme moléculaire 
permettant aux DCs tolérogènes de résister à la maturation n'a été identifié. 
3.1 Objectifs de recherches 
• Générer in vitro des DCs tolérogènes chez deux types de souris, soit les souris 
NOD et les souris Balb/C, et caractériser les fonctions ainsi que le phénotype de 
ces cellules. 
• Étudier les différents mécanismes moléculaires impliqués dans la génération des 
DCs tolérogènes. 
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4 Matériel et méthodes 
4.1 Souris 
Les souris mâles NOD et Balb/c (Taconic) et les souris 8.3-NOD (provenant du Dr. 
Santamaria, Université de Calgary, Calgary, Canada) sont maintenues dans un 
environnement sans pathogène à l'animalerie à la faculté de médecine de l'Université de 
Sherbrooke selon les normes du Conseil Canadien de Protection des Animaux (CCPA). 
4.2 Génération des cellules dendritigues dérivées de la moelle 
osseuse (BMDCs) 
Les BMDC sont générées à partir de souris NOD et Balb/C et cultivées dans du 
RPMI 1640 (Sigma) complémenté avec 50 U/ml de pénicilline/streptomycine, 2mM de L-
Glutamine, 50µM 2-mercaptoethanol, et 10% de sérum foetal de bovin (FBS). Les BMDC 
sont cultivées à une densité de 10 x 106 cells/lOml/pétri avec 5ng/ml de GM-CSF 
recombinant de souris (rmGM-CSF, Cedarlane), avec ou sans 4.5ng/ml interleukine-4 
(IL-4, Cedarlane). Au troisième jour, 10 ml de milieu de culture frais contenant du 
rmGM-CSF avec ou sans IL-4 est ajouté à chaque pétri. Au cinquième jour de culture, la 
moitié du milieu est retiré et est remplacé avec du milieu frais contenant du rmGM-CSF 
avec ou sans IL-4. Au septième jour de culture, les DCs sont récupérées du pétri de 
culture initiale et sont ensuite stimulées avec du LPS lµg/ml dans de nouveaux pétris de 
culture pour 48 heures. 
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4.3 Anticorps pour la cytométrie de flux 
Les BMDC sont récoltées, lavées puis marquées avec des anticorps pour des 
acquisitions à l'aide du FACScalibur (Becton Dickinson) et analysées grâce au logiciel 
CeIIQuest Pro™ (BD Biosciences). 
L'anticorps monoclonal contre la protéine CDllc (clone N418) marqué au FITC a 
été acheté chez eBiosciences. Un anticorps provenant de la chèvre marqué à la 
fluoresceine et dirigé contre les IgG de rat est utilisé comme deuxième anticorps (Pierce). 
Les anticorps monoclonaux couplés à la biotine: anti-CD86 (B7-1) (clone 16-lOAl), anti-
CD80 (B7-2) (clone GLl), anti-CDl lc (clone HL3), ont été achetés chez BD Pharmigen, 
l'anticorps monoclonal anti-F4/80 (clone BM8) a été acheté de eBiosciences. Pour ce qui 
est de 1 'anticorps anti-CD40, ce dernier fut purifié du surnageant de 1 'hybridome FGK 4-
5-5 et purifié sur une colonne contenant de la protéine G. 
4.4 Essai d'activation des lymphocytes T 
Les BMDC sont récoltées et irradiées à 2400Gy puis pulsées avec le peptide NRP-
A 7 (KYNKANAFL), un peptide spécifiquement reconnu par les lymphocytes T CDS+ de 
souris 8.3-NOD, ou Tum (KYQAVTTTL), un peptide contrôle, à différentes 
concentrations variant de 0,001 à 1 µg/ml. Les BMDC sont mises en culture dans une 
plaque 96 puits à fond rond à une densité de 5000 cellules par puit. Les lymphocytes T 
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cos+ sont purifiés à partir de la rate de souris transgéniques 8.3-NOD par un tri à l'aide 
de billes magnétiques (Miltenyi Biotec) en suivant les instructions du manufacturier, et 
sont ajoutés (2xl04 cellules/ puit) aux cellules dendritiques puis incubés à 37°C. Après 48 
heures, le surnageant est récupéré et conservé pour analyser les cytokines et remplacé par 
du milieu frais contenant lµCi thymidine tritiée. Après 16 heures de culture, 
l'incorporation de thymidine tritiée est mesurée grâce à un compteur de radiations~-
4.5 Essai de phagocytose 
Les BMDC sont pré-incubées à 37°C ou à 4°C pendant quinze minutes puis mises 
en contact avec 100 ng/ml de dextran-FITC (Molecular Probes) pour des temps variant de 
0 à 180 minutes. La réaction est ensuite arrêtée en ajoutant du PBS froid. Les cellules sont 
récupérées et ensuite lavées trois fois avec du PBS froid et analysées par FACS. Les 
résultats présentés montrent l'intensité de fluorescence moyenne obtenue à 37°C moins 
l'intensité de fluorescence moyenne obtenue à 4°C. 
4.6 lmmunobuvardage de type Western 
Les BMDC sont lavées avec du PBS deux fois puis lysées dans un tampon 
contenant: 50 mM de Tris, 0.15M de NaCl, lmM de DIT, 1% de Triton X-100, lmM 
d'AEBSF, lmM de PMSF, 10 mM de NaF, 2 mM de Na3Vo4, 2 mM de Nappi, 10 µg/ml 
de leupeptine/pepstatine A, 10 µg/ml d'aprotinine. Les lysats cellulaires ainsi obtenus sont 
séparés sur un gel SDS-PAGE 10% et transférés sur une membrane de nitrocellulose 
(Hybond-ECL, Amersham Biosciences). Les membranes sont ensuite bloquées pendant 
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une heure à température ambiante avec du TBS-T contenant 5% de lait et hybridées toute 
la nuit avec un anticorps primaire contre les protéines pp38, pERKl/2, ou p38, ERKI/2 
(Cell Signaling) dans une solution de TBS-T contenant 5% BSA. Les membranes sont 
ensuite hybridées avec un anticorps secondaire couplé à la peroxidase de raifort (HRP) et 
la liaison des anticorps a été révélé par chimioluminescence (GE Healthcare). 
4. 7 Fractionnement cellulaire et extraction nucréaires 
Les BMDC sont récupérées des pétris puis centrifugées à 500g pour 10 minutes à 
4°C. Les culots cellulaires ont été resuspendus dans un tampon froid (10 mM de Tris-
Base, pH 7,4, 10 mM de NaCl, 3 mM de MgC12, 0.5 mM de EGTA, 0.5 mM de EDTA, 
0.5 mM de DTT) contenant 1 mM de PMSF, 1 mM de AEBSF, 10 µglml d'aprotinine, de 
leupeptine et de pepstatine A, 10 mM de NaF, 1 mM de Na3V04, 10 mM de Na4P20 7• Les 
cellules sont incubées sur glace pendant 10 minutes puis un volume égal du même 
tampon est rajouté aux cellules mais contenant cette fois-ci 0.2% de NP-40. Les cellules 
sont vortexées immédiatement pendant 15 secondes et centrifugées à 1500g pendant 5 
minutes, à 4°C. Le surnageant est récupéré et représente la fraction cytoplasmique des 
cellules. L'extraction nucléaire est effectuée en lavant le culot ainsi obtenu et en le 
resuspendant dans un tampon de lyse contenant 10% glycérol. Du NaCI a ensuite été 
rajouté pour obtenir une concentration finale de 400 mM. Suite à une incubation de 20 
minutes sur glace avec agitation occasionnelle, les extraits nucléaires sont centrifugés à 
13,000g pendant 15 minutes, à 4°C. Le surnageant contient les protéines nucléaires et 
celui-ci a immédiatement été congelé à -80°C. 
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4.8 Gel de retardement (EMSA} 
Les extraits nucléaires (normalement 2 à 5 µg) sont ajoutés à un tampon de liaison 
(20 mM de Tris-Base pH 7.50, 50 mM de KCI, 1 mM de EDTA, 1 mM de DTT, 0.1% de 
NP40, 5% de glycerol, 6 µg de BSA acétylé et 0.8 µg de poly dl-dC) pour obtenir un 
volume final de 18 µl. Ensuite, 10 fmoles (dans un volume finale de 2 µI) 
d'oligonucléotide marqué au 32P sont ajouté à la réaction (réaction de liaison) et incubé 
pendant 15 minutes à température ambiante. Pour les essais de compétition («super 
shift » ), la réaction de liaison est effectué en présence d'une sonde non-marquée ou en 
présence d'un anticorps spécifique, pour 20 minutes à 4°C. Par la suite, l'oligonucléotide 
marquée est ajoutée à la réaction. Les échantillons ainsi obtenus sont soumis à une 
électrophorèse sur un gel natif de 5.5% à 4°C dans du TBE 0.5X. Le gel est ensuite séché 
et exposé par autoradiographie à -70°C pendant environ 16 heures. Les séquences des 
oligonucléotides double-brin utilisés pour les EMSA sont pour AP-1 
( 5 'CGC TTG A TG AGTCAGC C GG-AA-3 '), 
AGAGATTGCCTGACGTCAG AG AG C TA G-3 ') et 
CREB 
C/EBP 
( 5 1 -
( 5 1 -
TGCAGATTGCGCAATCTGCA-3'). Ces oligonucléotides représentent les séquences 
consensus de liaison et provenaient pour AP-1 et CREB de Promega (Madison, WI) et 
pour C/EBP Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). L' oligonucléotide utilisée pour 
la détection de la liaison de NF-KB consistait aux sites NF-KB sur le HIV-1 LTR répétés 
en tandem 5'-GATCAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCC-3'). Pour les «supershifts», 
les anticorps utilisés pour p50 (SC-7178X), p52 (SC-298X), p65 (SC-372X), RelB (SC-
226X), c-Rel (SC-70X), C/EBPa (SC-61X), C/EBPf3 (SC-150X), C/EBPô (SC-151X), 
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C/EBPt (SC-158X) et C/EBPy (SC-7658X) provenaient de chez Santa Cruz 
Biotechnology. 
4.9 Production de cytokines par les BMDCs 
Les BMDC immatures sont récoltées à jour 7 et cultivées dans des plaques à 96 puits 
à une densité de lxl06cellules/ml et stimulées avec du LPS à une concentration de 1 
µg/ml pour 24 ou 48 heures. Les surnageants sont ensuite récoltés puis analysés par 
ELISA pour la production d'IL-10, d'IL-12p70, IL-6, TNP-a, IL-2 et d'IFN-y selon le 
protocole fourni par le manufacturier (R & D Systems). Brièvement, l'anticorps de 
capture adhère à la plaque (Nunc) pendant 16 heures à température ambiante. Par la suite, 
la plaque est lavée et bloquée avec une solution de sucrose 5% et de BSA 1 %. Les 
échantillons à doser sont ensuite déposés dans les puits et incubés deux heures à 
température ambiante. Après un cycle de trois lavage, l'anticorps de détection couplé à la 
biotine est déposé dans les puits pour une durée de deux heures à température ambiante. 
Par la suite, la plaque est lavée à nouveau et la streptavidine-HRP est ajoutée pour une 
durée de 20 minutes. Après un autre cycle de lavage, le substrat (mélange 1: 1 de H20 2 et 
de Tétraméthylbenzidine) est ajouté et la réaction est arrêté par l'ajout d'acide 
phosphorique. La lecture de la plaque est effectuée à la longueur d'onde 450 nm et en 
soustrayant la lecture obtenue à 570 nm. 
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5 Résultats: 
5.1 Expression des molécules de co-stimulation par les DCs avant et 
après induction de la maturation par le LPS 
Nous avons commencé par étudier le phénotype des différents types de DCs 
générés in vitro en analysant l'expression des molécules de co-stimulation retrouvées à la 
surface des cellules. Pour ce faire, les DCs générées avec du GM-CSF (GM DCs) et les 
DCs générées avec du GM-CSF et de I'IL-4 (IL-4 DCs) ont été marquées avec divers 
anticorps spécifiques pour les molécules de co-stimulation. Les résultats obtenus (Figure 
5) montrent que les GM DCs et les IL-4 DCs immatures de souris NOD ont un niveau 
d'expression similaire des molécules de co-stimulation soient B7.l (CD80), B7.2 (CD86), 
et de CD40. Suite à la maturation induite par le LPS, les IL-4 DCs des souris NOD 
montrent une augmentation plus importante de l'expression des molécules de co-
stimulation que les GM DCs qui ne montrent pas une forte augmentation de l'expression 
de ces molécules. Les DCs immatures générées à partir de souris Balb/C ont un niveau 
d'expression similaire à celui retrouvé chez les DCs immatures de souris NOD. Suite à la 
maturation induite par le LPS, on observe que les IL-4 DCs de souris Balb/C ont une 
augmentation de 1 'expression des molécules de co-stimulation qui est similaire à celle 
observée chez les IL-4 DCs de souris NOD. Comme chez la NOD, les GM DCs de souris 
Balb/C ne montrent pas une forte augmentation de l'expression des molécules B7.l et 
B7.2 suite à l'induction de la maturation par le LPS. Les GM DCs de souris Balb/C 
montrent toutefois, une augmentation importante de 1 'expression de CD40 suite à la 
maturation induite par le LPS. Cette augmentation n'est pas observée chez les GM DCs 
:'i 1 
de souris NOD. Ces résultats montrent que les GM DCs des deux souches de souris 
semblent résister à la maturation puisque seulement une faible augmentation des 
molécules de co-stimulation est observée suite à la maturation induite par le LPS. Les IL-
4 DCs des deux souches de souris possèdent un profil de maturation similaire et 
correspondant à un profil normal de maturation. 
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Figure 5. Analyse de l'expression molécules de co-stimulation chez les 
différents types de DCs. 
Les GM DCs et les IL-4 DCs de souris NOD et Balb/C obtenues avant et après 
l'induction de la maturation par le LPS ont été marquées par des anticorps fluorescents 
puis l'expression des molécules de co-stimulation a analysée par cytornétrie de flux. 
La ligne pointillée représente l'isotype contrôle, la ligne continue représente les DCs 
avant maturation induite par le LPS, tandis que la ligne continue en gras représente les 
DCs suite à la maturation induite par le LPS. 
5.2 Comparaison de la capacité d'activation des lymphocytes T par 
les différents types de DCs 
Puisque les DCs tolérogènes ont une capacité réduite d'activation des lymphocytes 
T (Rutella et coll., 2006), nous avons testé la capacité des différents types de DCs à 
induire la prolifération des lymphocytes T CDS+ de façon antigène spécifique. Pour ce 
faire, les GM DCs et les IL-4 DCs avant ou après induction de la maturation par le LPS 
sont irradiées puis pulsées avec un peptide témoin, le Tum, ou le peptide NRP-A 7. Ce 
peptide est spécifiquement reconnu par les lymphocytes T CDS+ isolés de souris 
transgénique 8.3-NOD. 
Tout d'abord, on remarque que les GM DCs de souris NOD (Figure 6 a), sont 
moins efficaces à présenter le peptide et à activer les lymphocytes T que les IL-4 DCs de 
souris NOD. Suite à 1 'induction de la maturation par le LPS, les GM DCs de souris NOD 
augmentent leur capacité à activer les lymphocytes T (Figure 6 a). Chez les souris NOD, 
les IL-4 DCs activent plus efficacement les lymphocytes T que les GM DCs (Figure 6 a). 
Les IL-4 DCs de souris NOD induisent la prolifération de façon plus efficace suite à la 
maturation par le LPS. Les GM DCs générées à partir de souris Balb/C ont aussi une très 
faible capacité à induire l'activation des lymphocytes T (Figure 6 b). Les IL-4 DCs 
immatures de souris Balb/C pulsées avec le peptide NRP-A 7 sont significativement moins 
efficaces pour induire 1 'activation des lymphocytes T que les IL-4 DCs matures du même 
type de souris (Figure 6 b ). 
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Par la suite, nous avons analysé les cytokines produites par les lymphocytes T 
CD8+ durant cette activation. Pour ce faire, les surnageants ont été récoltés après 48 
heures de co-culture puis les cytokines produites ont été quantifiées par ELISA. Les 
lymphocytes T activés par les DCs de souris NOD (figure 6 c) ou de souris Balb/C (figure 
6 d) produisent des quantités d'IL-2 correspondant à leur intensité de prolifération. Une 
fois de plus, les IL-4 DCs de souris NOD (figure 6 c) et de souris Balb/C (figure 6 d) 
obtenues après l'induction de la maturation et pulsées avec le peptide NRP-A 7, 
permettent une plus grande production IL-2 par les lymphocytes T. Les GM DCs de 
souris NOD et de souris Balb/C pulsées avec le peptide NRP-A 7 n'induisent pas une 
production importante d'IL-2 par les lymphocytes T comparativement aux concentrations 
obtenues avec les IL-4 DCs. L'analyse de la production d'IFN-y montre aussi que les 
cellules dendritiques de souris NOD (figure 6 e) induisent une production d'IFN-y 
beaucoup plus importante que les DCs de souris Balb/C (figure 6 f). Les GM DCs et les 
IL-4 DCs de souris NOD induisent une plus grande production d'IFN-y par les 
lymphocytes T suite à la maturation induite par LPS (figure 6 e). 
En résumé, les IL-4 DCs matures des deux types de souris favorisent la 
prolifération des lymphocytes T spécifiques pour le peptide NRP-A 7 ainsi que leur 
production d'IL-2. Les IL-4 DCs de souris NOD favorisent la production d'IFN-y par les 
lymphocytes T contrairement aux IL-4 DCs matures de Balb/C (figure 6 e et f). De plus, 
les GM DCs des deux types de souris n'induisent pas une prolifération et une production 
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Figure 6. Analyse de la capacité d'activation des lymphocytes T par les 
différents types de DCs. 
Les différents types de DCs des deux souches de souris a) NOD, b) Balb/C ont été 
récoltées avant et après la maturation induite au LPS puis leur capacité d'activation des 
lymphocytes T CDS+ a été mesurée par incorporation de thymidine tritiée. Suite à cette 
co-culture, les cytokines produites par les lymphocytes T telles que l'IL-2 ( c) NOD et d) 
Balb/C) et l'IFN-y (e)NOD et f) Balb/C) produites par les lymphocytes T ont été 
mesurées par ELISA. 
5.3 Capacité de phagocytose des différents types de DCs 
Une fonction importante des DCs immatures est leur capacité à phagocyter des 
antigènes. Lorsque les DC deviennent matures, elles perdent cette capacité de 
phagocytose (Banchereau et coll., 2000). Nous avons donc investigué la capacité de 
phagocytose de billes de dextran-FITC par les GM DCs et les IL-4 DCs de souris NOD et 
Balb/C avant et après maturation induite par le LPS. La capacité de phagocytose (figure 
7), est représentée en terme d'intensité de fluorescence moyenne (MFI) qui correspond à 
la MFI obtenue à 37°C moins celle obtenue à 4°C. La soustraction de la MFI obtenue à 
4°C permet d'éliminer la fluorescence non-spécifique causée pas l'adhésion des billes de 
dextran aux parois cellulaires. 
Les GM DCs stimulées au LPS pendant 48 heures possèdent une plus grande 
capacité de phagocytose que les GM DCs immatures et ce pour les cellules provenant de 
souris NOD (Figure 7 a) et de souris Balb/C (Figure 7 b). Toutefois, les GM DCs activées 
au LPS provenant de souris Balb/C (Figure 7 b) montrent une plus grande capacité de 
phagocytose que les GM DCs activées au LPS générées à partir de la moelle osseuse de 
souris NOD (Figure 7 a). Les IL-4 DCs des deux types de souris possèdent une plus 
grande capacité de phagocytose avant l'induction de la maturation induite par le LPS que 
suite à celle-ci (NOD Figure 7 c et Balb/C figure 7 d). Ces résultats montrent que les GM 
DCs générées à partir de souris NOD et de souris Balb/C conservent la capacité de 
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Figure 7. Analyse de la capacité de phagocytose des différents types de DCs. 
Les GM DCs et les IL-4 DCs des souris NOD et Balb/C ont été récoltées avant et après la 
maturation induite par le LPS et mises en présence de billes de dextran-FITC. La 
phagocytose de ces billes est analysée par cytométrie de flux. 
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5.4 Expression de F4/80 par les différents types de DCs 
F4/80 est une molécule impliquée dans la tolérance. Une étude a montré que cette 
molécule est requise pour l'induction de lymphocytes T CDS+ régulateurs (Lin et coll., 
2005). Les niveaux d'expression de F4/80 sont modulés lors de la maturation des DCs. 
Les DCs immatures expriment F4/80, alors que les DCs matures perdent l'expression de 
cette molécule. Nous avons investigué l'expression de F4/80 chez les différents types de 
DCs. 
Avant la maturation induite par le LPS, les GM DCs et les IL-4 DCs de souris 
NOD possèdent une sous-population plus importante de cellules qui expriment F4/80 et 
CDllc (F4/80+CD11C+) que les GM DCs et les IL-4 DCs de souris Balb/C (p<0.02) 
(figure 8 a). Cependant, les cellules dendritiques de souris Balb/C possèdent une sous-
population plus importante de cellules exprimant CDllc mais n'exprimant pas F4/80 
(CDI lc+ F4/80-) que les DCs de souris NOD et ce aussi bien chez les GM DCs que les 
IL-4 DCs (p<0.0018) (figure 8 a). Des différences significatives sont aussi observées 
entre les GM DCs et les IL-4 DCs de souris NOD. Les GM DCs de souris NOD 
possèdent un pourcentage inférieur de cellules exprimant CDI lc mais pas F4/80 (CDI lc+ 
F4/80-) que les IL-4 DCs des mêmes souris (figure 8 a). 
Suite à la maturation induite par le LPS, des changements sont observés entre les 
G M DCs et les IL-4 DCs des deux types de souris. Les IL-4 DCs des deux souches de 
souris possèdent une sous-population plus importante de cellules n'exprimant plus la 
molécule F4/80 que les GM DCs (CDllc+ F4/80-) (figure 8 b). Cette différence est 
significative chez les NOD (p=0.0175) mais pas chez les Balb/C (p=0.0639). Les GM 
DCs des deux souches de souris conservent une sous-population importante de cellules 
l'exprimant encore F4/80 (CD l lc+ F4/80+) (figure 8 b) tandis que chez les IL-4 DCs cette 
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Les GM DCs et les IL-4 DCs des souris NOD et des souris Balb/C ont été récoltées avant 
(a) et après maturation induite par le LPS (b) puis marquées avec des anticorps 
spécifiques contre les molécules F4/80 et CDl lc. 
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5.5 Production de cytokines par les DCs 
Dans cette étude, nous avons examiné le profil de cytokines produites par les 
différents types de DCs générées in vitro. Nos résultats montrent que les GM DCs de 
souris NOD et Balb/C sécrètent des concentrations élevées d'IL-10 (figure 9 a), alors que 
les IL-4 DCs de souris NOD ne sécrètent pas d'IL-10 (figure 9 a) suite à une stimulation 
au LPS de 24 ou 48 heures. Les IL-4 DCs de souris Balb/C sécrètent une concentration 
plus importante d'IL-10 comparativement aux IL-4 DCs provenant de souris NOD (figure 
9 a). Il est à noter que les cellules non-stimulées ne produisent pas d'IL-10. 
Pour ce qui est des cytokines proinflammatoires, les concentrations d'IL-12p70 et 
d'IFN-y produites par les différents types de DCs ont été analysées. Les IL-4 DCs de 
souris NOD et de souris Balb/C produisent des concentrations importantes d'IL-12p70 
(figure 9 b), comparativement aux GM DCs (figure 9 b). Les GM DCs de souris NOD 
produisent des concentrations minimes d'IL-12 p70, alors que les GM DCs de souris 
Balb/C n'en produisent pas (figure 9 b ). Des résultats similaires ont été obtenus pour ce 
qui est de la production d'IFN-y(figure 9 c). Les IL-4 DCs des deux types de souris 
produisent de l'IFN-y alors que les GM DCs des deux souches de souris n'en produisent 
pas (figure 9 c). Les IL-4 DCs de souris NOD produisent une concentration beaucoup plus 
importante d'IFN-y que les IL-4 DCs de souris Balb/C (figure 9 c) 
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Les surnageants ont aussi été analysés pour la production d'IL-6 (figure 9 d) et de 
TNF-a (figure 9 e). Pour ce qui est de I'IL-6, les IL-4 DCs et les GM DCs provenant de 
souris NOD produisent des concentrations similaires de cette cytokine (figure 9 d). Les 
IL-4 DCs et les GM DCs provenant de souris Balb/C produisent aussi des concentrations 
importantes d'IL-6 (figure 9 d), comparable à celles produites par les cellules de souris 
NOD. Des résultats similaires ont été obtenus pour ce qui est de la production de TNF-
a (figure 9 e). Les IL-4 DCs et les GM DCs de souris NOD produisent des concentrations 
semblables de TNF-a (figure 9 e). Les mêmes observations sont aussi valables pour les 
cellules de souris Balb/C (figure 9 e). Il est important de noter que les cellules de souris 
NOD produisent plus de TNF-a que les cellules de souris Balb/C. On remarque aussi que 
les DCs non-stimulées produisent des concentrations appréciables de TNF-a. 
Les GM DCs de souris NOD et de souris Balb/C produisent plusieurs cytokines 
soient l'IL-10, l'IL-6 et le TNF-a. Les IL-4 DCs des deux souches de souris produisent, 
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Figure 9. Sécrétion de cytokines pro et anti-inflammatoires par les différents 
types de DCs. 
Les GM DCs et IL-4 DCs de souris NOD et Balb/C ont été récoltées au septième jour de 
culture puis stimulées au LPS pour 24 et 48 heures. Les concentrations de cytokines 
sécrétées par les différents types de DCs ont été déterminées par ELISA. 
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5.6 Activation des MAP kinases durant la génération des DCs 
tolérogènes 
Puisque les fonctionalités, le phénotype ainsi que les cytokines produites par les 
différents types de DCs sont très différents, nous avons investigué les mécanismes 
moléculaires impliqués dans ces différents processus. Des extraits de protéines totales ont 
été effectués sur des GM DCs et de IL-4 DCs avant ou après maturation induite par le 
LPS des deux types de souris. Par la suite, nous avons analysé les niveaux d'activation 
des MAP kinases impliquées dans la maturation des DCs. Comme les GM DCs de souris 
NOD et de souris Balb/C produisent des concentrations importantes d'IL-10 suite à une 
stimulation au LPS et que des travaux antérieurs ont démontré que l'activation de ERK 1 
et 2 pouvait être impliquée dans la production de cette cytokine (Mathur et coll., 2004), 
nous avons analysé le niveau de phosphorylation de ERK 1 et 2. Les GM DCs avant la 
maturation au LPS ont une activation basale importante de ERK 1 et 2 (figure 10). Suite à 
une stimulation au LPS pendant 48 heures, les GM DCs gardent une activation importante 
de ERK 1 et 2, et ce, chez les cellules provenant de souris NOD et Balb/C (figure 10). Les 
IL-4 DCs des deux souches de souris ont aussi une activation de ERK 1 et 2 importante 
avant la maturation induite par les LPS (figure 10). Cependant, suite à la maturation 
induite par le LPS, ces cellules perdent presque totalement l'activation de ERK 1 et 2 et 
ce chez les cellules provenant de souris NOD et de souris Balb/C (figure 10). 
Par la suite, nous avons analysé les niveaux d'activation de p38, cette MAP 
kinase est essentielle à la maturation de DCs et à la production de certaines cytokines 
comme I'IL-12p70 (Arrighi et coll., 2001; Luft et coll., 2004; Puig-Kroger et coll., 2001; 
Yu et coll., 2004). Les GM DCs de souris NOD et de souris Balb/C montrent une 
activation (phosphorylation) élevée de p38 avant la maturation induite par le LPS (figure 
10). Suite à la maturation induite par le LPS des GM DCs de souris NOD, cette 
phosphorylation est fortement diminuée alors qu'elle est soutenue et même augmentée 
chez les cellules de souris Balb/C (figure 10). Pour ce qui est des IL-4 DCs, il n'y a pas de 
phosphorylation apparente de p38 chez les souris NOD et ce, avant et après maturation 
induite par le LPS (figure 10). Par contre, les IL-4 DCs de souris Balb/C possèdent une 
faible phosphorylation basale de p38 qui diminue suite à la maturation induite par le LPS 
(figure 10). 
NOD Ba!b/C 
GM-CSf: + + + + + + + + 
IL-4 + + 
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ERK 
Figure 10, Analyse de l'activation des MAP kinases ERKl et 2 et chez 
les différents types DCs. 
Les DCs de et de souris Balb/C ont été récoltées avant et après maturation 
par le LPS puis des extractions protéines ont été effectuées. Ces extraits ont été 
à une immunobuvardage de type avec des spécifiques dirigés 
contre les protéines ERK 1 et 2 et p38. 
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5. 7 Activation du facteur de transcription NF-KB durant la génération 
des DCs tolérogènes 
Plusieurs facteurs de transcription sont impliqués dans la différentiation ainsi que 
dans la maturation des DCs (Cejas et coll., 2005). Nous avons tenté de déterminer quels 
facteurs de transcription pouvaient être responsables du phénotype ainsi que des fonctions 
des DCs tolérogènes. Nous avons débuté par l'analyse de l'activation du facteur de 
transcription NF-KB, impliqué dans la maturation des DCs. Des extraction de protéines 
nucléaires ont été effectuées sur des GM DCs et les IL-4 DCs activées ou non au LPS 
chez les deux souches de souris. 
Des gels de retardement ont été effectués afin d'analyser les niveau d'activation de 
NF-KB. La première analyse des ces résultats montre que les GM DCs et les IL-4 DCs de 
souris NOD et de souris Balb/C possèdent une activation basale de NF-KB, et qui est 
augmentée suite à la maturation induite par les LPS (figure 11). Fait important, les GM 
DCs de souris NOD présentent un seul complexe de haut poids moléculaire avant et après 
la maturation induite par le LPS alors que les IL-4 DCs des deux types de souris montrent 
deux complexes suite à la maturation (figure 11). L'expression du complexe de haut poids 
moléculaire est augmentée chez les GM DCs de souris NOD suite à la stimulation induite 
par le LPS (figure 11). Les IL-4 DCs de souris NOD montrent un seul complexe de poids 
moléculaire plus faible (figure 11). Suite à la maturation induite par le LPS de ces 
cellules, en plus du complexe de faible poids moléculaire, on observe aussi une bande 
correspondant au complexe de haut poids moléculaire. Les GM DCs de souris Balb/C 
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montrent la présence des deux complexes et ce, avant et après la maturation induite par le 
LPS. Le complexe de faible poids moléculaire est cependant moins important que le 
complexe de haut poids moléculaire (figure 11). Les résultats montrent que différentes 
sous-unités sont impliquées dans la formation de différents complexes selon le type de 
souris et le type de DCs utilisées. 
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Figure 11. Gel de retardement des protéines nucléaires des différents types 
de DCs avec une sonde spécifique pour NF-KB. 
Les DCs de souris NOD et de souris ont été récoltées avant et après maturation 
induite par le LPS. isolation des protéines nucléaires a été effectuée et ces extraits ont 
été à gel de retardement en utilisant une sonde spécifique le facteur de 
transcription NF-KR 
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Pour définir la composition de ces différents complexes, les extraits nucléaires des 
cellules ont été soumis à des analyses par «supershifts». Les extraits nucléaires obtenus 
suite à la maturation induite par le LPS ont été utilisés puisque ces derniers possèdent une 
activation plus importante de NF-KB. L'analyse des extraits nucléaires de GM DCs de 
souris NOD exprimant seulement le complexe de haut poids moléculaire montre qu'il est 
composé de p52 et de p65 (figure 12 a). Les analyses par «supershift» ont permis de 
montrer que, dans les GM DCs de souris Balb/C, le complexe de faible poids moléculaire 
est composé de p52 et de ReIB tandis que le complexe de haut poids moléculaire est 
composé de p52 et p65 (figure 12 a). Pour ce qui est des IL-4 DCs de souris NOD et de 
souris Balb/C, les analyses ont permis de montrer que le complexe de faible poids 
moléculaire est composé de p52 et de ReIB alors que le complexe de haut poids 
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Figure 12. Supershift avec des anticorps spécifiques pour différentes sous-
unités de NF-KB. 
Les extraits nucléaires des GM DCs (a) et des IL-4 DCs (b) suite à la maturation induite 
par le LPS ont été analysés par supershift à l'aide d'anticorps afin de déterminer la 
composition des différents complexes. 
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5.8 Activation de CREB et AP-1 durant la génération de DCs 
toi érogènes 
Les GM DCs des deux souches de souris possèdent une activation soutenue de 
ERK 1 et 2 et ce, avant et après l'induction de la maturation par le LPS. Dans la 
littérature, il a été montré que ERK peut phosphoryler c-Fos (Chen et coll., 1996; Chen et 
coll., 1993). Une fois activée, c-Fos peut dimériser avec Jun pour former le facteur de 
transcription AP-1 (Hess et coll., 2004). Nous avons donc analysé l'activation du facteur 
de transcription AP-1 chez les différents types de DCs. Pour ce faire, les extraits 
nucléaires des diférents types de DCs ont été analysés par gels de retardement à l'aide 
d'une sonde spécifiquement reconnue par le facteur de transcription AP-1. 
Les résultats de ces expériences montrent que AP-1 est faiblement activé chez les 
GM DCs de souris NOD et de souris Balb/C avant la maturation induite au LPS et que, 
suite à l'induction de la maturation, la liaison d'AP-1 est fortement augmentée (figure 13). 
Des résultats similaires ont été observés chez les IL-4 DCs des deux souches de souris 
(figure 13). Les GM DCs de souris Balb/C ont une activité basale d'AP-1 moins 
importante que celle retrouvée chez les GM-DCs de souris NOD (figure 13). Suite à la 
maturation induite par le LPS, les niveaux d'activation d' AP-1 des GM DCs de souris 
Balb/C rejoignent les niveaux observés chez les GM DCs de souris NOD (figure 13). En 
somme, AP-1 est fortement activé suite à l'induction de la maturation par le LPS chez les 
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Figure 13. Gel retardement des protéines nucléaires des différents types 
DCs avec une sonde spécifique pour AP-1. 
Les DCs de souris et de souris Ba!b/C ont été récoltées avant et après maturation. 
induite par le LPS. isolation des protéines 1111déaires a effectuée et ces ont 
été soumis à gel de retardement en. utilisant une sonde spécifique pour facteur de 
transcription AP-1. 
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CREB est un facteur de transcription impliqué dans la transcription de certains 
gènes importants, induits durant la maturation des cellules dendritiques comme B7.l et 
B7.2 (Ardeshna et coll., 2000). En plus d'être activé par la PK.A, CREB peut être activé 
par la MAP kinase p38. Comme la figure 14 le montre, l'activation de base de CREB est 
considérable chez les GM DCs des deux types de souris. Suite à la maturation au LPS, il y 
a une augmentation importante de l'activation de CREB chez les GM DCs. Les IL-4 DCs 
possèdent une activation de CREB légèrement inférieure à celle observée chez les GM 
DCs avant la maturation induite au LPS (figure 14). Une augmentation importante de 
l'activation de CREB est remarquée chez les IL-4 DCs suite à la maturation induite par le 
LPS et ce, chez les deux types de souris (figure 14). Il n'y a donc pas de différence 
majeure dans l'activation de CREB entre les différents types de DCs. 
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Figure 14. Gel de retardement des protéines nucléaires différents types 
de DCs avec une sonde spécifique pour CREB. 
Les DCs de NOD et Balb/C ont été avant et après maturation 
induite par LPS. Une isolation des protéines nucléaires a été effectuée et ces extraits ont 
été soumis à gel de retardement en utilisant une sonde spécifique pour le de 
transcription CRER 
76 
5.9 Activation du facteur de transcription C/EBP durant la génération 
de DCs tolérogènes 
Tout comme CREB et AP-1, le facteur de transcription C/EBP est un facteur de 
transcription à motif «leucine zipper». Il est impliqué dans la production d'IL-10 chez 
plusieurs types cellulaires (Brenner et coll., 2003), cependant, son implication au niveau 
de la différenciation des DCs est inconnue. Puisque les GM DCs produisent des 
concentrations importantes d'IL-10 (figure 9 a), nous avons investigué si C/EBP est 
activé durant la génération des DCs, ce qui pourrait expliquer la production de cette 
cytokine. Pour ce faire, des extraits nucléaires de GM DCs et des IL-4 DCs ont été 
effectués avant et après maturation induite par le LPS. L'analyse par gels de retardement 
des extraits nucléaires en utilisant une sonde spécifique pour C/EBP a permis de 
déterminer que l'on retrouve uniquement une activation de C/EBP chez les GM DCs 
après maturation induite par le LPS et ce, chez les deux types de souris (figure 15). 
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Figure 15. Gel de retardement des protéines nucléaires des différents types 
de DCs avec une sonde spécifique pour C/EBP. 
Les DCs de souris NOD et de souris Balb/C ont été récoltées avant et après maturation 
induite par le LPS. Une isolation des protéines nucléaires a été effectuée et ces extraits 
ont été soumis à gel de retardement en utilisant une sonde spécifique pour le facteur de 
transcription C/EBP. 
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Puisque C/EBP est un facteur de transcription qui comprend six isoformes (Ramji 
et Foka, 2002), nous avons investigué lequel (lesquels) étai(en)t responsable(s) de 
1 'activation observée plus haut (figure 15). Pour ce faire, nous avons effectué des 
«supershifts». Les résultats obtenus montrent clairement que C/EBP~ est l'unique 
isoforme activé chez les GM DCs de souris NOD et Balb/C. 
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Figure 16, Supershift avec 
isoformes de C/EBP. 
Baib!C GM-CSf 
anticorps spécifiques pour les différents 
Les extraits nucléaires des GM DCs suite à la maturation induite par LPS des deux 
souches de souris ont avec anticorps spécifiques de déterminer quels 
isoformes C/EBP sont impliqués dans formation des différents complexes, puis un 
gel retardement a été effectué avec une sonde spécifique pour C/EBP. 
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6 Discussion 
Dans notre laboratoire, nous avons montré qu'un traitement au GM-CSF permettait 
de prévenir le développement du diabète de type 1 chez la souris NOD. Ce traitement 
permet de générer une sous-population de cellules dendritiques tolérogènes qui résistent à 
la maturation et qui produisent des concentrations importantes d'IL-10. Des transferts 
adoptifs ont permis de montrer que ces cellules dendritiques sont essentielles à la 
protection des souris NOD contre le développement du diabète de type 1 (Gaudreau et 
coll., données non publiées) 
Des études antérieures ont montré que la culture in vitro de la moelle osseuse avec de 
faible quantité de GM-CSF permet de générer des cellules dendritiques tolérogènes (Feili-
Hariri et Morel, 2001; Inaba et coll., 1993). Les objectifs de ce projet étaient de générer 
in vitro des cellules dendritiques tolérogènes et d'analyser leurs fonctions, leurs 
phénotypes ainsi que d'étudier les mécanismes moléculaires impliqués dans ces différents 
aspects. Dans cette étude, nous avons généré in vitro des DCs de souris NOD et de souris 
Balb/C en présence de GM-CSF (GM DCs) ou en présence de GM-CSF et d'IL-4 (IL-4 
DCs). 
Nous avons tout d'abord analysé le phénotype des cellules générées in vitro. Les 
résultats présentés dans la figure 5 montrent que les GM DCs des deux types de souris ne 
présentent pas une augmentation de l'expression de B7.l et de B7.2 suite à la maturation 
induite par le LPS. Les GM DCs de souris Balb/C montrent cependant une augmentation 
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importante de 1 'expression de la molécule CD40 (figure 5). Quant à elles, les IL-4 DCs 
des deux souches montrent une augmentation importante de 1 'expression des molécules de 
co-stimulation suite à la maturation induite par le LPS (figure 5). L'augmentation de 
l'expression de ces molécules est un indicateur de la maturation des DCs (Banchereau et 
coll., 2000; Steinman et Hemmi, 2006). 
Une autre caractéristique des DCs tolérogènes est que celles-ci activent moins les 
lymphocytes T que les IL-4 DCs «conventionnelles» (Rutella et coll., 2006; Steinman et 
coll., 2000). Pour vérifier si les GM DCs activent moins les lymphocytes T que les IL-4 
DCs, nous avons pulsés les DCs avec un peptide, le NRP-A 7 qui est spécifiquement 
reconnu par les lymphocytes T CD8+ des souris transgéniques 8.3-NOD. Nos résultats 
montrent que les GM DCs de souris NOD ont une faible capacité à activer les 
lymphocytes T CD8+ et ce, avant ou après la maturation induite par le LPS 
comparativement aux IL-4 DCs des mêmes souris (figure 6 a). Les GM DCs de souris 
Balb/C ne sont pas en mesure d'activer la prolifération des lymphocytes T CD8+ et ce, 
avant ou après la maturation induite par le LPS (figure 6 b). Les GM DCs de souris NOD 
sont donc plus efficaces à induire l'activation des lymphocytes T que les GM DCs de 
souris Balb/C (figure 6 a et b). Ceci est peut-être dû au fait que, tel que mentionné dans la 
littérature, les DCs de souris NOD sont dans un état de maturation plus avancée que les 
DCs de souris Balb/C (Feili-Hariri et coll., 1999). De plus, ces résultats montrent que les 
niveaux d'activation des lymphocytes T correspondent aux niveaux d'expression des 
molécules de co-stimulation. 
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Par la suite, les surnageants des co-cultures ont été analysés par ELISA pour 
déterminer la nature et les concentrations de cytokines produites par les lymphocytes T. 
Les lymphocytes T CD8+ activés par les GM DCs de souris NOD avant et après 
maturation induite par le LPS sécrètent très peu d'IL-2 comparativement aux lymphocytes 
T activés par les IL-4 DCs provenant des mêmes souris (figure 6 c). Les GM DCs de 
souris Balb/C n'induisent pas la production d'IL-2 par les lymphocytes T CD8+ et ce, 
avant ou après maturation induite par le LPS (figure 6 d). Les IL-4 DCs de souris Balb/C 
induisent une production d'IL-2 par les lymphocytes T CD8+ seulement après la 
maturation induite par le LPS (figure 6 d). L'IL-2 est une cytokine impliquée dans la 
prolifération des lymphocytes T CDS+. Les niveaux produits par les lymphocytes T 
(figures 6 cet d) correspondent aux niveaux de prolifération de ces mêmes lymphocytes T 
(figure 6 a et b ). 
Nous avons aussi analysé la production d'IFN-y par les lymphocytes T CD8+, qui 
est associée à la polarisation d'une réponse de type Thl. Les résultats obtenus montrent 
que les GM DCs de souris NOD induisent une production plus importante d'IFN-y par les 
lymphocytes T CD8+ suite à la maturation induite au LPS (figure 6 e). Les IL-4 DCs de 
souris NOD induisent aussi une production plus élevée d'IFN-y par les lymphocytes T 
suite à la maturation par le LPS (figure 6 e ). De base, les IL-4 DCs de souris NOD 
induisent une production plus importante d'IFN-y que les GM DCs (figure 6 e). Les DCs 
des souris Balb/C n'induisent pas de sécrétion d'IFN-y par les lymphocytes T CD8+. Des 
résultats similaires ont été observés par le groupe de Tisch (Poligone et coll., 2002). Ils 
ont observé que les lymphocytes T CD8+ ne produisent pas d'IFN-y suite à la stimulation 
par un faible nombre de DCs de souris Balb/C. Lorsque le nombre de DCs augmente par 
rapport aux nombre de lymphocytes T, la production d'IFN-y augmente aussi (Poligone et 
coll., 2002). 
Par la suite, nous avons investigué la capacité de phagocytose des différents sous-
populations de cellules dendritiques. Les DCs immatures possèdent une capacité 
importante de phagocytose et elles perdent cette capacité lorsqu'elles deviennent matures 
(Mellman et Steinman, 2001). Les GM DCs de souris NOD et Balb/C ont une capacité de 
phagocytose plus importante après la maturation induite par le LPS qu'avant, 
contrairement aux IL-4 DCs des deux souches de souris (figure 7 a et b ). 
L'étude du phénotype et des fonctions des GM DCs montre qu'il s'agit 
effectivement de cellules dendritiques tolérogènes. En effet, ces résultats montrent que les 
GM DCs de souris NOD et de souris Balb/C résistent à la maturation induite par le LPS 
puisqu'elles ne présentent pas d'augmentation de l'expression des molécules de co-
stimulation ce qui est caractéristique de DCs tolérogènes immatures ou semi-matures 
(Lutz et Schuler, 2002; Rutella et coll., 2006). Les GM DCs des deux souches de souris 
gardent des fonctions de cellules dendritiques immatures alors que les IL-4 DCs 
acquièrent des fonctions ainsi que le phénotype des DCs matures. Les GM DCs 
augmentent leur capacité de phagocytose mais n'acquièrent pas une capacité importante 
d'activation des lymphocytes T alors que les IL-4 DCs perdent leur capacité de 
phagocytose mais acquièrent la capacité d'activer les lymphocytes T. 
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Un fait intéressant à noter est que les IL-4 DCs de souris Balb/C ne maturent pas 
toutes au même niveau. Une sous-population de ces cellules semblent rester dans un état 
immature, tandis que chez les IL-4 DCs de souris NOD, toutes les cellules maturent au 
même niveau (figure 5). Ces données viennent appuyer celles déjà publiées démontrant 
que les DCs de souris NOD sont dans un plus avancé de maturation que les DCs d'autres 
souches de souris (Feili-Hariri et Morel, 2001; Poligone et coll., 2002). La sous-
population de DCs immatures retrouvée chez les IL-4 DCs de souris Balb/C peut être 
responsable de la production d'IL-10 (figure 9 a) observée lorsque ces cellules sont 
stimulées au LPS. 
Par la suite, nous avons analysé l'expression de la molécule F4/80, cette molécule 
est très importante pour l'induction et le maintien de la tolérance ainsi que pour la 
génération de lymphocytes T CDS+ Tregs (van den Berg et Kraal, 2005). Cette fonction 
de F4/80 a été démontré grâce à des souris déficientes en cette protéine (Lin et coll., 
2005). Un pourcentage important des GM DCs et des IL-4 DCs de souris NOD et de 
souris Balb/C expriment F4/80 avant l'activation au LPS (figure 8 a). Un pourcentage 
plus élevé de cellules exprimant F4/80 est retrouvé chez les souris NOD 
comparativement aux cellules de souris Balb/C. Une étude a montré que les monocytes 
de souris NOD ont un défaut au niveau de leur différenciation en DCs. Effectivement les 
monocytes des souris NOD se différencient préférentiellement en macrophages, 
exprimant F4/80 (Nikolic et coll., 2005). Une étude récente montre que les DCs et les 
macrophages peuvent originer d'un précurseur commun au niveau de la moelle osseuse 
(Fogg et coll., 2006). La génération préférentielle de macrophages pourrait aussi être un 
phénomène retrouvé au niveau de la moelle osseuse ce qui permettrait d'expliquer 
l'augmentation du pourcentage de cellules exprimant F4/80 chez la souris NOD. 
Plusieurs études ont montré que la génération de DCs à partir de la moelle osseuse de 
souris NOD donnait un nombre inférieure de DCs comparativement à d'autres souches de 
souris (Feili-Hariri et Morel, 2001). Cette différence est peut-être attribuable à une 
génération importante de macrophages. Dans nos expériences, nous avons utilisé 
uniquement les cellules non-adhérentes qui expriment CDllc. Les macrophages et les 
autres cellules qui n'expriment pas CDl lc ont une forte adhérence au pétri. Cette 
différence est très importante puisqu'elle permet d'obtenir une population de cellules 
fortement enrichie en DCs. Suite à la maturation induite par le LPS, les GM DCs de 
souris NOD et de souris Balb/C conservent un pourcentage élevé de cellules exprimant 
de F4/80 tandis que les IL-4 DCs perdent majoritairement l'expression de cette molécule 
(figure 8 b). Cette expression de F4/80 combinée au phénotype immature des GM DCs 
montre que celles-ci pourraient être impliquées dans le développement et dans la 
maintien de la tolérance. Pour ce qui est des IL-4 DCs, des études ont démontré que les 
DCs isolées de la rate de souris C57BL/6 subissant une maturation in vitro perdent 
l'expression de F4/80 (Leenen et coll., 1998). Un phénomène similaire a aussi été 
observé au niveau des cellules de Langerhans, ces cellules perdent l'expression de F4/80 
suite à la phagocytose d'antigènes et deviennent des DCs matures (McKnight et Gordon, 
1998). Les résultats obtenus montrent, une fois de plus, que les IL-4 DCs des deux 
souches de souris possèdent un profil de maturation normal. 
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En plus des différences fonctionnelles, les GM DCs ont un profil de sécrétion de 
cytokines différent des IL-4 DCs. Les GM DCs de souris NOD et de souris Balb/C 
produisent des concentrations importantes d'IL-10 (figure 9 a). Les IL-4 DCs de souris 
Balb/C en produisent des concentrations moindres que les GM DCs (figure 9 a). La 
production d'IL-10 peut avoir plusieurs effets anti-inflammatoires dont l'inhibition de la 
prolifération des lymphocytes T et l'induction de Tregs (Chen, 2006; Rutella et coll., 
2006). Les IL-4 DCs des deux souches de souris produisent des cytokines pro-
inflammatoires comme de l'IL-12p70 (figure 9 b) et de l'IFN-y (figure 9 b). Les IL-4 
DCs de souris NOD produisent des quantités plus importantes d'IL-12p70 et d'IFN-y que 
les IL-4 DCs de souris Balb/C. Les différents types de DCs produisent des quantités 
similaires d'IL-6. Les IL-4 DCs et les GM DCs de souris NOD produisent des quantités 
similaire de TNF-a. Des résultats similaires sont observés avec les GM DCs et les IL-4 
DCs de souris Balb/C, cependant, les niveaux de sécrétion de TNF-a sont plus élevés 
chez les cellules de souris NOD comparativement aux cellules de souris Balb/C. L'IL-6 
est une cytokine ayant plusieurs fonctions au niveau du système immunitaire. De plus, la 
production d'IL-6 peut être induite par le facteur de transcription AP-1 (Saccani et coll., 
2001). Aucune différence n'est observée pour ce qui est de l'activation d'AP-1 entre les 
GM DCs et les IL-4 DCs (figure 13), ce qui pourrait expliquer la production similaire de 
cette cytokine. Pour ce qui est du TNF-a, cette cytokine permet le recrutement des DCs 
au niveau des ganglions lymphatiques là où elles peuvent activer les lymphocytes (Bach 
et Chatenoud, 2001). 
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Les GM DCs ont plusieurs caractéristiques de DCs tolérogènes, cependant, elles 
produisent à la fois des cytokines favorisant 1 'activation du système immunitaire (IL-6 et 
TNP-a) et une quantité importante d'IL-10, une cytokine anti-inflammatoire. Pour 
comprendre 1 'effet des ces différentes cytokines des essais in vivo devront être effectués. 
La différence entre une réponse immunitaire ou l'inhibition d'une réponse immunitaire in 
vivo résulte d'une balance entre l'effet de médiateurs pro-inflammatoires et de l'effet des 
médiateurs inflammatoires (Matzinger, 2002). L'utilisation d'un système in vitro isole les 
différentes composantes retrouvées normalement dans une réponse immunitaire. L'étude 
de ces composantes individuellement ne représente pas ce qui est retrouvé dans des 
conditions physiologiques puisqu'une réponse immunitaire peut être affectée par 
plusieurs médiateurs simultanément. Les cytokines pro-inflammatoires peuvent voir leurs 
effets être inhibés par les cytokines anti-inflammatoires et vice-versa in vivo (Matzinger, 
2002). 
Comme les GM DCs et les IL-4 DCs ont des fonctions différentes et produisent 
des cytokines différentes, nous nous sommes intéressés aux mécanismes moléculaires 
pouvant expliquer ces différences. Nous avons commencé par l'étude de l'activation des 
MAP kinases. ERK 1 et 2 et p38 sont impliquées dans la maturation des DCs ainsi que 
dans la production de cytokines (Arrighi et coll., 2001; Mathur et coll., 2004; Puig-Kroger 
et coll., 2001). Suite à la maturation induite par le LPS, les GM DCs gardent un niveau de 
phosphorylation de ERK similaire à celui observé avant l'induction de la maturation, et ce 
chez les deux souches de souris (figure 10). Chez les IL-4 DCs, une très faible 
phosphorylation de ERK 1 et 2 est observée suite à la maturation induite par le LPS 
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(figure 10). Cette différence est très importante puisque ERK 1 et 2 peut être responsable 
de la production d'IL-10 (Puig-Kroger et coll., 2001). Seules les GM DCs produisent de 
l'IL-10 en concentration importante en présence de LPS (figure 9 a) ce qui suggère que 
ERK 1 et 2 est impliqué dans la sécrétion de cette cytokine. L'inhibition de ERK 1 et 2, à 
l'aide d'un inhibiteur pharmacologique, le U0126, permet de diminuer la production d'IL-
10 par les GM DCs d'environ 50% (données non présentées). Ces résultats laissent 
présager que non seulement ERK 1 et 2 mais d'autres voies de signalisation sont 
responsables de la production d'IL-10. 
Par la suite, nous avons étudié la phosphorylation de p38. Cette MAP kinase est 
importante pour la maturation des DCs (Arrighi et coll., 2001; Mathur et coll., 2004). Les 
GM DCs de souris NOD montrent une phosphorylation importante de p38 qui diminue 
suite à l'induction de la maturation par le LPS (figure 10). Les IL-4 DCs de souris NOD 
ne montrent aucune phosphorylation de p38 avant et après maturation induite par le LPS. 
Pour ce qui est des GM DCs de souris Balb/C, une augmentation de la phosphorylation de 
p38 est observée suite à la maturation induite par le LPS. Les IL-4 DCs de souris Balb/C 
montrent une diminution de la phosphorylation de p38 suite à la maturation induite au 
LPS. Ces résultats sont un peu surprenant, puisque p38 est essentiel à la maturation et que 
son activation est retrouvée seulement chez les GM DCs des souris NOD, cellules qui 
résistent à la maturation. Pour comprendre le rôle de p38 dans les GM DCs, nous avons 
fait des essais où nous avons inhibé p38 tout au long de la différenciation des GM DCs de 
souris NOD. Les résultats obtenus montrent que les fonctions et la production de 
cytokines de ces cellules ne sont pas affectées par l'inhibition de p38 (données non 
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présentées). Ces résultats préliminaires semblent aussi démontrer que l'activation de p38 
n'est pas essentielle à la génération de DCs tolérogènes chez la souris NOD. Pour ce qui 
est des IL-4 DCs de souris NOD, où aucune phosphorylation de p38 n'est observée, il se 
peut que l'activation de p38 soit déjà terminée (figure 10). En effet, l'activation de p38 ne 
peut être que transitoire car une activation soutenue de p38 favorise l'apoptose (Cai et 
coll., 2006). Comme les DCs de souris NOD sont dans un état plus avancé de maturation 
que les DCs de souris Balb/C (Feili-Hariri et Morel, 2001; Poligone et coll., 2002), il se 
peut que les IL-4 DCs de Balb/C soient dans un stade de maturation qui requiert 
l'activation de p38 et que les IL-4 DCs de souris NOD aient déjà terminé ce stade de 
maturation. Grâce à l'inhibiteur pharmacologique SB203580, nous pourrons inhiber p38 à 
différents moments au cours de la génération des DCs et étudier les répercussions de cette 
inhibition sur les fonctions, le phénotypes et la production de cytokines par les IL-4 DCs 
de souris NOD et de souris Balb/C. 
Pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans les 
fonctions et la production des différentes cytokines chez les différentes sous-populations 
de DCs, nous avons analysé l'activation des différents facteurs de transcription qui 
pourraient être responsables de ces différences. Nous avons d'abord analysé l'activation 
de NF-KB. NF-KB est un facteur de transcription impliqué dans la maturation des DCs 
(Rescigno et coll., 1998). En étudiant l'activation de ce facteur et en analysant les sous-
unités impliquées dans la formation des complexes de NF-KB, nous voulions comprendre 
les mécanismes moléculaires qui permettent aux GM DCs de garder leur phénotype 
immature ou semi-mature. Nous avons observé que les GM OC de souris NOD et Balb/C 
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avaient une activation faible de NF-KB et que cette activation était augmentée suite à la 
maturation induite par le LPS. Des résultats similaires sont obtenus avec les IL-4 DCs de 
souris NOD et Balb/C. Lorsque nous avons analysés les protéines formant les complexes 
de NF-KB, nous avons observé que les GM DCs de souris NOD possèdent un seul 
complexe composé de p52 et p65 (figure 12). Les GM DCs de souris Balb/C (Yanagawa 
et Onoe, 2006) possèdaient le même complexe, mais avaient aussi un autre complexe qui 
est composé de p52 et ReIB. Le complexe p52/ReIB est beaucoup moins important que 
celui formé de p52/p65 (figure 12). Les IL-4 DCs des deux types de souris possèdent 
deux complexes soient p52/p65 et p52/ReIB. L'activation de ReIB chez les IL-4 DCs est 
importante puisque cette sous-unité de NF-KB a été démontré pour être essentielle à la 
maturation des DCs (Yanagawa et Onoe, 2006). Les GM DCs de souris NOD ne 
possèdent pas de ReIB activé, ce qui peut expliquer que ces cellules n'ont aucune 
augmentation de 1 'expression des molécules de co-stimulation suite à la maturation 
induite par le LPS. Les GM DCs de souris Balb/C possèdent une faible activation de 
ReIB, et possèdent aussi une augmentation de l'expression de CD40 suite à la maturation 
induite par le LPS (figure 5). L'augmentation de l'expression de ReIB peut être 
responsable de l'augmentation de l'expression de CD40 car une étude a démontré que les 
DCs générées à partir de souris ReIB -/- expriment moins de CD40 et des molécules de 
CMH de classes 1 et II (Martin et coll., 2003). 
Par la suite, nous avons analysé l'activation de deux autres facteurs de 
transcription qui peuvent aussi être impliqués dans la différenciation des DCs. Nous avons 
tout d'abord étudié l'activation du facteur de transcription AP-1. Ce facteur de 
transcription peut être activé par plusieurs kinases dont ERK et JNK. Les GM DCs 
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montrent une activation soutenue de ERK 1 et 2 chez les deux types de souris (figure 10). 
L'étude de ce facteur de transcription montre que les GM DCs et les IL-4 DCs des deux 
souches de souris possèdent une activation basale d' AP-1 qui est fortement augmentée 
suite à la maturation induite par le LPS (figure 13). L'activation d'AP-1 chez les GM DCs 
de souris NOD avant la maturation est plus importante que celle observée chez les GM 
DCs de souris Balb/C. La fonction exacte d'AP-ldans la génération et la différenciation 
des DCs n'est pas définie dans la littérature. Cependant, les résultats présentés dans cette 
étude (figure 10) suggèrent que ce facteur n'est pas impliqué dans la différenciation et la 
génération de DCs tolérogènes. 
Nous avons ensuite étudié l'activation du facteur de transcription CREB. Ce 
facteur est impliqué dans l'expression des molécules de co-stimulation de la famille B7 
(Ardeshna et coll., 2000) ce qui lui confère un rôle important dans la régulation des 
fonctions des DCs matures. Comme les GM DCs ne montrent pas d'augmentation de 
l'expression des molécules de co-stimulation (figure 5) suite à la maturation, nous avions 
émis l'hypothèse que l'activation de ce facteur de transcription pouvait être inhibée chez 
ces cellules. Les résultats présentés en figure 14 montrent que les GM DCs des deux 
souches de souris ont une activité basale de CREB, telle que démontrée par l'intensité de 
la liaison à I' ADN. Cette activité est augmentée suite à la maturation au LPS. Des 
résultats similaires sont observés chez les IL-4 DCs des deux souches de souris. Pour 
avoir une activité transcriptionnelle optimale, il a été montré que CREB doit être 
phosphorylé afin de recruter le co-activateur transcriptionnel CBP (Mayr et Montminy, 
2001). Nous avons donc analysé la phosphorylation de ce facteur de transcription. Les 
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résultats préliminaires montrent qu'il n'y a pas de phosphorylation de CREB avant la 
maturation au LPS chez les GM DCs et les IL-4 DCs des deux souches de souris (données 
non présentées). Suite à l'induction de la maturation, il y a phosphorylation de CREB, 
cependant, aucune différence n'est observée entre les GM DCs et les IL-4 DCs de souris 
NOD et Balb/C (données non présentées). Puisque les niveaux de la phosphorylation et de 
liaison à I 'ADN de CREB (figure 10) sont similaires entre les GM DCs et les IL-4 DCs 
des deux souches de souris, ce facteur n'est donc pas responsable des différences 
majeures remarquées au niveau de l'expression des molécules de co-stimulation (figure 
5). Des études ont montré que d'autres facteurs de transcription pouvaient intervenir dans 
l'expression des gènes codant pour les molécules de co-stimulation. Récemment, une 
étude a montré que ReIB participait à la régulation de l'expression des molécules de co-
stimulation car les DCs déficientes en RelB expriment des niveaux inférieurs de ces 
molécules comparativement aux souris contrôles (Martin et coll., 2003). Ces résultats 
suggèrent l'existence d'une coopération entre CREB et RelB. Chez les GM DCs, suite à 
l'induction de la maturation, on observe une activation importante de CREB (figure 10) 
mais aucune activation de ReIB n'est observée (figure 12). Comme un des deux facteurs 
n'est pas activé, il n'y a de transcription des gènes codant pour les molécules de co-
stimulation (figure 5). 
Puisque l'activation de ERK n'est responsable que d'environ 50% de la production 
d'IL-10 chez les GM DCs, nous avons tenté de déterminer si l'activation d'un autre 
sentier de signalisation pouvait être responsable de la production de cette cytokine. Nous 
avons étudié l'activation du facteur de transcription C/EBP qui n'est pas connu pour être 
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impliqué dans la maturation des DCs mais qui est responsable de la production d'IL-10 
dans plusieurs types cellulaires (Brenner et coll., 2003). Les résultats obtenus montrent 
effectivement qu'il y a une activation importante de C/EBP suite à la maturation induite 
par le LPS chez les GM DCs des deux souches de souris (figure 15). Le facteur de 
transcription C/EBP peut être formé de six sous-unités, nous avons donc analysé 
qu'elle(s) sous-unité(s) est(sont) impliquée(s) dans la formation du complexe observé. Les 
résultats présentés en figure 16 montrent que le complexe de C/EBP n'est formé que de la 
sous-unité ~ dans notre systéme. C/EBP~ possèdent trois isoformes LIP, LAP et LAP*. 
LIP est une forme inhibitrice de C/EBP (Descombes et Schibler, 1991). Des expériences 
supplémentaires seront nécessaires afin de déterminer quel(s) isoforme(s) est(sont) 
impliqué(s) dans notre système. De plus, des expériences utilisant un inhibiteur de C/EBP 
doivent être effectuées afin de déterminer la fonction de C/EBP dans la génération des 
DCs tolérogènes. Cet inhibiteur consiste en un motif de dimérisation de C/EBP qui ne 
contient pas le domaine de liaison à l 'ADN et empêche donc la liaison du dimère aux 
séquences reconnues par ce facteur de transcription, et donc, la transcription des gènes 
dépendant de celui-ci. Le plasmide qui contient la séquence codant pour cet inhibiteur 
sera nucléofecté chez les GM DCs avant la maturation induite par le LPS. Par la suite les 
fonctions, le phénotype et la production de cytokines seront étudiés afin de déterminer 
quel(s) aspect(s) des DCs tolérogènes est(sont) changé(s) suite à l'inhibition de C/EBP. 




En somme, les résultats présentés dans cette étude montrent que les DCs générées in 
vitro avec du GM-CSF seul (GM DCs) et les DCs générées en présence de GM-CSF et 
d'IL-4 (IL-4 DCs) de souris NOD et de souris Balb/C ont des caractéristiques 
phénotypiques et fonctionnelles différentes. Les GM DCs des deux souches de souris ne 
montrent pas d'augmentation de l'expression des molécules de co-stimulation, n'activent 
pas les lymphocytes T et conservent une capacité importante de phagocytose suite à 
l'induction de la maturation par le LPS. Ces cellules sont donc des DCs tolérogènes. 
L'étude des mécanismes moléculaires nous a permis de proposer que ERK et C/EBP 
seraient impliqués dans la génération des DCs tolérogènes. L'activation de ERK est 
soutenue chez les GM DCs et est responsable d'une partie de L'IL-10 par ces DCs. Le 
facteur de transcription C/EBP pourrait aussi être responsable de la production de cette 
cytokine, car son activation est observée seulement chez les GM DCs. Le complexe de 
C/EBP est formé de la sous-unité ~ qui peut avoir à la fois des effets activateurs et 
inhibiteurs sur l'expression génique. L'étude des fonctions de C/EBP dans la génération 
et dans les fonctions des DCs tolérogènes pourrait permettre de comprendre pourquoi ces 
DCs ont des fonctions si différentes in vivo. De plus, les GM DCs ne possèdent pas 
d'activation du facteur de transcription RelB ce qui permet d'expliquer que ces cellules 
ne montrent pas d'augmentation de l'expression des molécules de co-stimulation et 
possèdent une faible capacité d'activation des lymphocytes T. 
Quant aux IL-4 DCs des deux types de souris, elles montrent une forte augmentation 
de l'expression des molécules de co-stimulation, activent les lymphocytes Tet perdent 
leur capacité de phagocytose suite à la maturation induite par le LPS. Ces cellules 
représentent donc des cellules dendritiques «conventionnelles» qui maturent de façon 
normale suite à l'induction au LPS. La modulation des fonctions de ces DCs peut 
s'expliquer par une activation importante de CREB et de la sous-unité RelB du facteur de 
transcription NF-KB ainsi que par l'absence d'activation de C/EBP. 
L'étude des mécanismes moléculaires permettant la génération de DCs tolérogènes 
in vitro permet de mieux comprendre les fonctions de ces cellules et ainsi permet 
d'envisager de nouvelles avenues thérapeutiques dans le traitement et la prévention du 
diabète de type 1 et peut-être d'autres pathologies auto-immunes. 
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